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Alternativas para incrementar la estabilidad oxidativa en huevo para plato
enriguecido con acidos grasos omega 3

RESUMEN
Dado que el huevo es uno de los alimentos de mayor consumo en México y en muchas
partes del mundo, actualmente se le utiliza como vehiculo para hacer llegar a los
consumidores nutrimentos tan importantes como los &cidos grasos omega 3 (AGn3),
particularmente el eicosapentaenoico y docosahexenoico (EPA y DHA). Esto es posible, ya
que al incorporar en la dieta de las aves ingredientes con un alto contenido de EPA y DHA,
como el aceite de sardina(AS), éstos pueden ser depositados directamente en la yema de
huevo. Sin embargo, el incremento en el contenido de estos AGn3 en los alimentos,
aumenta también la susceptibilidad de éstos a la oxidacion lipidica, una de las principales
vias de deterioro de los alimentos que deriva, por lo general, en una pérdida de la calidad
comercial, organoléptica y sanitaria del alimento. Por lo tanto, para mejorar la estabilidad
de estos alimentos enriquecidos, se han venido adicionando algunos antioxidantes a la dieta
de las aves. Los tocoferoles son los antioxidantes (AO) que mas frecuentemente han sido
empleados; sin embargo, los resultados aun son contradictorios. Sin embargo, existen otros
AO, como el acido linoleico conjugado (CLA), o ingredientes, como las algas marinas, que
poseen compuestos con propiedades AO, que también pueden ser una alternativa
interesante a evaluar. El objetivo del presente estudio fue saber como se modifica la
composicion en acidos grasos y las caracteristicas organolépticas del huevo cuando se
adiciona vitamina E (VE), algas marinas (AM) 6 CLA a dietas suplementadas con 2.5% de
aceite de sardina (AS) y si esta adicidn contribuye a incrementar la estabilidad oxidativa
del huevo enriquecido con AGn3. Los resultados mostraron que: 1) suplementar la dieta
con AS aumentd la concentracion de EPA y DHA en el huevo y el color de la yema, pero
también la oxidacion lipidica y disminuyo la produccion de huevo (P< 0.05), 2) adicionar
200 mg/kg de VE a la dieta suplementada con AS redujo la concentracion de AGn3 en el
huevo (P< 0.05), adicionar 100 mg/kg de VE no tuvo efecto alguno sobre la composicion
en AG del huevo y no redujo la oxidacion lipidica en la yema cuando la dieta fue
suplementada con AS (P< 0.05), 3) la adicion de 4% y 8% de las algas marinas Sargassum
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spp. incremento el contenido de AGn3 en el huevo y la coloracion de la yema (P< 0.05),
pero redujo las variables productivas y no ayudaron a reducir la oxidacion lipidica cuando
la dieta fue suplementada con AS (P > 0.05), 4). La adicion de 1% y 2% de CLA aumentd
la concentracion de AGn3 en el huevo pero también la oxidacion lipidica, el color de la
yema se redujo, las variables productivas tambien y el albumen adquiré un color rosado
(P< 0.05). Respecto al uso de la vitamina E, de las algas marinas y del CLA, como
alternativas para incrementar la estabilidad oxidativa en huevos enriquecidos con EPA y
DHA, hace falta realizar mas estudios para poder llegar a una conclusién, asi como otras
pruebas que permitan determinar con mayor precision que compuestos se oxidaron y que

productos de oxidacion se formaron .
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Alternatives to increase the oxidative stability in table eggs enriched with
omega-3 fatty acids

ABSTRACT

Since the egg is one of the most consumed foods in Mexico and in many parts of the world,
is currently used as a vehicle of important nutrients like omega-3 fatty acids (n3FA),
particularly eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids (EPA and DHA). This is possible
because ingredients with a high content of EPA and DHA, such as sardine oil (SO), are add
to poultry diets, these fatty acids (FA) can be deposited directly into the yolk. However, the
susceptibility to lipid oxidation, main routes of degradation of foods, in egg lipids increase,
and there is a loss of the quality, and organoleptic characteristic of foods. Therefore, to
improve the stability of the n3FA enriched foods some antioxidants have been adding to
the laying hens diet. Tocopherols are the antioxidants (AO) which have been more
frequently used , but the results are still contradictory. However, there are other, such as
conjugated linoleic acid (CLA), or ingredients, such as seaweed, which have compounds
with AO properties, them may also be an interesting alternative to evaluate. The aim of this
study was to know how the egg fatty acid composition and egg organoleptic characteristics
are modify when vitamin E (VE), marine algae (MA) or CLA are added to diets
supplemented with 2.5% sardine oil (SO); and to know if this addition to increase the
oxidative stability of egg enriched with n3FA. The results showed that: 1) supplementing
the diet with 2.5%S0O, the egg yolk concentration of EPA and DHA and egg yolk color
increased, but also the lipid oxidation, the egg production decreased (P < 0.05), 2) adding
200 mg / kg of VE to diets supplemented with SO reduced the n3FA egg content (P <
0.05), add 100 mg/kg VE had no effect on egg FA composition and did not reduced lipid
oxidation in the yolk when the diet was supplemented with SO (P<0.05), 3) addition of
4% and 8% of Sargassum spp. increased the n3FA egg content and yolk color (P < 0.05),
but some productive parameters were affected and lipid oxidation was not reduced when
the diet was supplemented with SO (P > 0.05), 4) adding 1% CLA and 2%CLA increased
the n3FA egg content, but also lipid oxidation in egg yolk, the egg yolk color was reduced,
the productive parameters were affected and albumen had a pink color (P<0.05). Further
studies are necessary to obtain a conclusion regarding use of vitamin E, seaweed and CLA,
as alternatives to increase the egg oxidative stability enriched with EPA and DHA, as well
as other tests to determine than compounds were oxidized and that oxidation products were
formed.
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I.Introduccion

La diabetes, las enfermedades cardiovasculares (ECV) y los tumores malignos
ocupan los primeros lugares como causa de muerte en México. La importancia de los
acidos grasos omega tres (AGn3) en la prevencion y proteccion que brindan ante estas
enfermedades, ha sido ya muy bien documentada. Los AGn3 se encuentran principalmente
en peces y crustaceos, pero en México al igual que en otros paises, el consumo de los
productos marinos es muy bajo (10.4 kg per capita anual); mientras que el de los productos
avicolas, como el huevo, es elevado (22.8 kg per capita anual).

El huevo es uno de los alimentos de mayor consumo por su excelente valor
nutritivo, por su precio que lo hace asequible a toda la poblacion, por su versatilidad para
ser preparado en muy diferentes formas, y es un importante ingrediente en la industria de
los alimentos. Por ésta, y muchas otras razones mas, el huevo es empleado actualmente
como un vehiculo para hacer llegar a los consumidores nutrimentos tan importantes para la
salud como los AGn3.

Esto es posible, ya que al incorporar en la dieta de las aves ingredientes con un alto
contenido de AGn3, éstos pueden ser depositados directamente en la yema de huevo. Sin
embargo, el incremento en el contenido de AGn3 en los alimentos, aumenta también la
susceptibilidad de éstos a la oxidacion lipidica, una de las principales vias de deterioro de
los alimentos que deriva, por lo general, en una pérdida de la calidad comercial,
organoléptica y sanitaria del alimento.

Por lo tanto, para mejorar la estabilidad de estos alimentos enriquecidos, es
necesario suplementar la dieta de las aves con antioxidantes. Los tocoferoles son los
antioxidantes que mas frecuentemente han sido empleados; sin embargo, existen otras
alternativas que también puede ser evaluadas como las algas marinas y el &cido linoleico
conjugado (CLA).

A las algas marinas se les ha atribuido una importante actividad antioxidante.
Algunos autores sefialan que éstas poseen compuestos con capacidad para captar
superdxidos e hidroxilos. En particular, las algas cafés contienen compuestos fendlicos

denominados florotaninos, constituidos por floroglucinol y los derivados polimerizados del



mismo, cuya actividad antioxidante es semejante a la del o-tocoferol, de acuerdo a lo
sefialado por diversos autores.

Por otra parte, los estudios realizados con CLA generalmente han tenido como
objetivo principal enriquecer el huevo con este &cido graso, en virtud de los multiples
beneficios que aporta a la salud. Sin embargo, el CLA posee otra importante funcion, actGa
también como un potente antioxidante. Algunos autores sefialan que es méas potente que el
a-tocoferol y aun mas efectivo que el butil hidroxitolueno (BHT).

A la fecha no se han reportado estudios en aves que evalten el efecto antioxidante
de las algas marinas y del CLA en el huevo para plato enriquecido con AGn3, proveniente
de gallinas cuya dieta haya sido suplementada con aceite de sardina. En cuanto a la

vitamina E los resultados aun son contradictorios.

1. Revision de la Literatura
2.1 Generalidades sobre el estado de la Salud Publica en México

De acuerdo a datos del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI, 2010), las principales causas de mortalidad en México son la diabetes mellitus, las
enfermedades cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares y diferentes tipos de céncer.

Asimismo, resultados publicados en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion,
muestran que a nivel nacional ha habido un descenso en la desnutricion crénica, pero un
incremento notable de sobrepeso y obesidad en todas las edades, regiones y grupos
socioecondmicos, colocandose entre los problemas de salud publica mas importantes del
pais. De hecho, México tiene en la actualidad una de las tasas mas altas de sobrepeso y
obesidad en el mundo (ENSANUT, 2012).

Sin embargo, se ha observado que incrementar la ingestion de AGn3 en la dieta es
de gran utilidad en la prevencion y control de las enfermedades antes citadas, asi como,

para reducir el sobrepeso y la obesidad (Chow, 2008; Simopoulos, 2008).

2.2 Generalidades sobre los acidos grasos
Los &cidos grasos (AG) son cadenas hidrocarbonadas con un grupo carboxilo

(COOH) en la parte terminal (también conocido como alfa), y un grupo metilo (CHs) en el



extremo opuesto (conocido también como omega) (Figura 1). Raramente se encuentran
libres en la naturaleza, mas bien se encuentran en forma esterificada como componentes
mayoritarios de diversos lipidos.

H H 0
| S

CH3;CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH, C=CH CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,C— OH

Figura 1. Estructura del &cido oleico (C18:1)

En las plantas superiores y en los animales, los AG predominantes son los de 16 y
18 4tomos de carbono, como son los acidos palmitico, estearico, oleico y linoleico. Los AG
con menos de 14 y mas de 20 carbonos son raros, la mayor parte tienen un nimero par de
atomos de carbono debido a que normalmente se biosintetizan por adicién de unidades
CH,. Los AG con mas de 20 carbonos generalmente estan en algas y animales marinos
(Lobb y Chow, 2008).

Clasificacion de los acidos grasos

De acuerdo a la longitud de la cadena se les puede clasificar en:
e Cadena corta (4-6 4&tomos de carbono)
e Cadena media (8 —12 atomos de carbono)

e Cadena larga (14 o méas atomos de carbono)

De acuerdo a su grado de insaturacion se pueden agrupar en:
e Saturados — no tienen dobles enlaces
e Monoinsaturados - cuentan con un solo doble enlace

e Poliinsaturados - tienen més de un doble enlace

Los &cidos grasos insaturados mas comunes se muestran en el Cuadro 1. También
se pueden clasificar en cis o trans. Los denominados cis cuentan con los dos hidrogenos
del doble enlace en el mismo lado de la cadena; en cambio, los que son trans tienen los

hidrogenos del doble enlace en lados opuestos de la cadena (Figura 2).



Cuadro 1. Acidos grasos insaturados mas comunes

Simbolo Nombre comun Nombre sistematico Estructura

Monoinsaturados

16:1 Palmitoleico cis-9-Hexadecenoico CH3(CH3)sCH=CH(CH,);COOH

18:1  Oleico cis-9-Octadecenoico CH3(CH3);CH=CH(CH,);COOH

18:1  Elaidico trans-9-Octadecenoico CH3(CH3);CH=CH(CH,);COOH

20:1  Gadoleico cis-9-Eicosenoico CH3(CH3);CH=CH(CH,);COOH

20:1  Gandoico cis-11-Eicosenoico CH3(CH,);CH=CH(CH,)sCOOH

22:1  Erdcico cis-9-Docosenoico CH3(CH,);CH=CH(CH,)sCOOH
Poliinsaturados omega 6

18:2 Linoleico cis-9,12- CH3(CH3)4(CH=CHCH)»(CH;)sCOOH
Octadecadienoico

18:3  y-Linolénico Cis.6,9,12- CH3(CH,)4(CH=CHCHy,)3(CH,)sCOCH
Octadecatrienoico

20:4  Araquiddénico  cis-5,8,11,14- CH3(CH3)4(CH=CHCH)4(CH;),COOH
Eicosatetraenoico

22:;5  Osmond cis-4,7,10,13,16- CH3(CH,)4(CH=CHCHy,)4(CH,),COOH

Docosapentaenoico

Poliinsaturados omega 3

18:3  a-linolénico cis-9,12,15,- CH3CH,(CH=CHCH_)3(CH,)¢COOH
Octadecatrienoico

20:5  Timnddico cis-5,8,11,14,17- CH3CH,(CH=CHCH)5(CH,),COOH
Eicosapentaenoico

22:5  Osmond cis-7,10,13,16,19- CH3CH,(CH=CHCH_)5(CH,),COOH
Docosapentaenoico

22:6  Cervonico cis-4,7,10,13,16,19- CH3CH,(CH=CHCHy,)¢(CH,)COOH

Docosahexaenoico

Fuente: Dupont (1999), Mataix y Gil (2004), Lobb y Chow (2008)
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Figura 2. Configuracion cis o trans de un &cido graso

La posicion del doble enlace puede servir también para clasificar a los AG, pues
este doble enlace puede dar origen a diferentes configuraciones geométricas, y por ello
diferentes isomeros de un &cido graso, como es el caso del &cido linoleico que tiene

diferentes isomeros (Figura 3).

: CLA cis9.trans11

Acido linoleico
cis9,cis12

Figura 3. Estructura del &cido linoleico y de sus isémeros ¢9,t11 y t10,c12
Fuente: Modificada de Bauman et al. (1999).

En los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), los dobles enlaces tienden a
encontrarse a cada tercer 4&tomo de carbono a partir del metilo terminal (CHs3) de la
molécula. Los dobles enlaces de los AG insaturados tienen casi siempre la configuracion
cis (Chow, 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del &cido a-linolénico (C18:3)

Nomenclatura

La posicion del primer enlace insaturado desde el metilo al carbono final de la
cadena es especificado por una “n” o una “®”, la Gltima letra corresponde al alfabeto
griego. Por ejemplo, C18:3 n3 es el acido a-linolénico (Figura 4), el 18 corresponde al
namero de carbonos de la cadena, el 3 corresponde al nimero de insaturaciones, y el otro 3
indica el lugar donde se encuentra la primera insaturacion con respecto al metilo terminal
de la cadena, es decir a tres atomos de carbono a partir del grupo metilo (Huang y
Liu,1999). De acuerdo a esta caracteristica, los acidos grasos insaturados se dividen en
cuatro grandes familias n9, n7, n6 y n3. Mediante procesos de desaturacion y elongacion,
los principales AG de las dos ultimas familias pueden dar lugar a otros AG de cadena mas
larga (Figura 5).

A su vez, algunos de ellos pueden dar origen a sustancias conocidas como
eicosanoides los cuales comprenden: prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) y
leucotrienos (LT). Por ejemplo, el acido oleico (C18:1 n9) puede ser convertido a acido
eicosatrienoico (C20:3 n9), sin embargo este AG no sirve como sustrato para la
ciclooxigenasa (COX), pero si para la 5-lipooxigenasa (5-LOX). Por lo tanto, a partir de
C20:3 n9 se pueden formar leucotrienos de la serie 3(LT3), pero no PG. El acido linoleico
(C18:2 n6 LA) puede ser desaturado y elongado a &cido araquidonico (C20:4 n6 AA), y
este a su vez puede dar lugar a la formacion de PG y TX de la serie 2, asi como a LT de la
serie 4 (Figura 6). El EPA, a través de la via de la COX y la LOX puede ser
metabolizado para formar PG y TX de la serie 3y LT de la serie 5, que son metabolitos

menos activos que los producidos por los n6 (Figura 7) (Lee y Huang, 2008).



Serie n9 Serie n7 Serie n6 Serie n3
Oleico Palmitoleico Linoleico a-linolénico
C18:1n9 Cl6:1n7 C18:2n6 C18:3n3
A6-Desaturasa A6-Desaturasa
C16:2n9 Cle:2n7 C18:3 n6 C18:4 n3
Elongasa Elongasa
C20:2n9 C18:2 n7 C20:3 n6 C20:4 n3
AS5-Desaturasa AS5-Desaturasa
C20:3n9 C18:3n7  C20:4n6 C20:5n3
Elongasa Elongasa
C22:3n9 C22:4 n6 C22:5n3
Elongasa
C24:4 n6 C24:5n3
A6-Desaturasa
C24:5 n6 C24:6 n3
B-Oxidacion
C22:5n6 C22:6 n3

Figura 5. Ruta metabdlica de las principales familias de acidos grasos insaturados
Fuente: Adaptado de Vemuri y Kelley (2008).
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Figura 6. Sintesis de eicosanoides a partir del acido araquidénico
COX, ciclooxigenasa; HETE, &cido hidroxieicosatetraenoico; HPETE, &cido hidroperoxieicosatetraenoico;
LOX, lipooxigenasa; LT, leucotrieno; PG, prostanglandina; TX, tromboxano. Adaptada de Lee y Huang
(2008).
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Figura 7. Formacion de eicosanoides a partir del cido eicosapentaenoico
COX, ciclooxigenasa; HETE, &cido hidroxieicosatetraenoico; HPETE, &cido hidroperoxieicosatetraenoico;

LOX, lipooxigenasa; LT, leucotrieno; PG, prostanglandina; TX, tromboxano. Adaptada de Lee y Huang
(2008).



En particular, los AGPI de la familia n3 (AGn3) revisten un especial interés en este
estudio por los numerosos beneficios que aportan a la salud y que mas adelante se
mencionaran. Los principales representantes de esta familia son el acido a-linolénico
(C18:3 ALA), el acido eicosapentaenoico (C20:5 EPA), el docosapentaenoico (C22:5
DPA) y el &cido docosahexaenoico (C22:6 DHA). Aunque el ALA puede ser convertido a
AG de cadena mas larga como el EPA (C20:5 n3) y DHA (C22:6 n3), mediante las mismas
enzimas desaturasas utilizadas por los AGn6 y n9, sus efectos bioldgicos no son
equivalentes. De hecho, aungue los tres son importantes, el ALA no es tan eficiente como
el EPA y el DHA en promover los beneficios a la salud. Estos dos dltimos son més
rapidamente incorporados en el plasma y lipidos de la membrana y sus efectos son méas
rapidos que los del ALA (Simopoulos 2000, 2008).

Beneficios de los &cidos grasos omega 3 (EPA y DHA)

Los resultados de varios estudios epidemiolégicos en humanos y animales
demuestran que los AGn3 ofrecen numerosos beneficios a la salud (Stak, 2000;
Goodfellow, 2000; Kris-Etherton et al. 2002; Helland et al. 2003; Chow, 2008;
Simopoulos, 2008; Ramsden et al. 2011):

e Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares debido a una menor
formacion de coagulos o agregados plaquetarios.

e Reducen los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre.

e Reducen la presidn sanguinea.

e Reducen el riesgo de padecer ciertos tipos de cancer.

e Son esenciales en el desarrollo del cerebro y de la retina.

e Fortalecen el sistema inmunologico.

e Utiles en la prevencion y manejo de la hiperinsulinemia y diabetes tipo 2.

e Aumentan el coeficiente intelectual (1Q) en infantes, cuando las madres consumen

AGnN3 durante la gestacion y lactacion.

e Tienen un efecto positivo en nifios con problemas de déficit de atencién.

e Reducen el dolor de cabeza crénico y migrafia.



Fuentes de &cidos grasos omega 3 (EPA y DHA)

Los productos marinos (peces, crustaceos, microalgas marinas, etc.) constituyen la
principal fuente de EPA y del DHA (Cuadro 2). Aunque hay alguna evidencia de que los
peces pueden convertir los acidos grasos de cadena corta en AGn3, se acepta que la mayor
parte provienen de las algas microscépicas y de crustaceos plancténicos, que son la base de
la cadena alimentaria. El EPA es capaz de ser transformado en sustancias bioldgicamente
activas, conocidas como eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos). El
DHA no es capaz de ser metabolizado a eicosanoides, pero el aspecto mas importante es
su papel como componente estructural en las membranas del sistema nervioso y de la
retina, pudiendo constituir hasta el 60% de los AGPI en estas membranas (Rice, 1999). La
ingesta diaria recomendada de EPA+DHA es de 0.650-1.0 g/d (Simopoulos, 2000; Kris-
Etherton et al. 2002).

Cuadro 2. Contenido de acidos grasos omega 3 en algunas especies de pescado, crustaceos y
moluscos comestibles (g/100g de porcion comestible)

Producto Lipidos EPA DPA DHA  Total n3
Totales C20:5 C22:5 C(C22:6

Mantaraya 04 0 0 0.1 0.1
Ostion 1.3 0.2 tr 0.2 0.5
Calamar 1.7 0.1 tr 0.3 0.5
Langosta 1.6 0.2 tr 0.1 0.3
Cangrejo 55 0.5 0.1 0.5 1.2
Mejillén 1.8 0.3 tr 0.1 0.5
Camaron cocido 2.4 0.4 tr 0.3 0.8
Arengue 13.2 0.8 0.1 1 2
Macarela 16.1 0.7 0.1 1.1 2
Sardina 9.2 0.9 0.1 1.1 2.2
Atln 4.6 0.3 0.1 1.1 1.6
Salmon 11 0.5 0.4 1.3 2.3
Trucha arcoiris 5.2 0.2 0.1 0.8 1.2
Aceite de higado de bacalao 100.0 9.0 1.0 9.0 20

Fuente: Rice (1999), tr = trazas
EPA - 4cido eicosapentaenoico, DPA - 4acido docosapentaenoico, DHA - &cido docosahexaenoico.

Sin embargo, el consumo de productos marinos en México es muy bajo (10.4 kg per

capita anual), tal como lo informa la Comision Nacional de Pesca (CONAPESCA, 2010).
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Por lo tanto, se ha considerado que el huevo puede ser un excelente vehiculo para hacer
llegar a un mayor nimero de personas los beneficios de los AGn3, ya que entre otras
ventajas tiene un bajo precio, versatilidad y propiedades funcionales que lo hacen un

excelente ingrediente en la industria alimentaria.

2.3 Generalidades sobre el Huevo
Produccion y consumo de huevo en México

A nivel mundial, México es el primer pais consumidor de huevo fresco y el sexto
como productor. ElI consumo promedio anual es de 22.8 kg por habitante, superando a
otros paises asiaticos como China, Singapur y Japén. Esta industria es también una
importante fuente de empleos; en el 2005 generd 1,070,000 empleos y en 2011 fueron
1,158,000. EI crecimiento de esta industria ha permitido que el pais sea autosuficiente en la
produccion de este alimento (UNA, 2012).

La produccion nacional diaria de huevo es superior a las 250,000 cajas, de las
cuales: mas del 80% se comercializa a granel a través de mercados tradicionales, 14% se
comercializa en tiendas de autoservicio y 6% se industrializa.

En cuanto al huevo industrializado, México cuenta con 10 plantas deshidratadoras
de huevo, de las cuales 6 son propiedad de avicultores y se encuentran en el estado de
Jalisco y norte del pais. La Asociacion Nacional de Procesadores de Huevo (ANAPH)
cuenta con 4 plantas procesadoras (UNA, 2012).

Respecto a la importacion de ovoproductos deshidratados, ésta disminuy6 un 21%
en 2010, en comparacion con 2009; mientras que los productos liquidos aumentaron en un
2%. Sin embargo, es importante sefialar que en este rubro México estd manifestando un
notable crecimiento en los Gltimos afios debido a la apertura de nuevos mercados. De
hecho, de las exportaciones de productos avicolas, la mayor parte correspondié a productos
con valor agregado (35.6%) y ovoproductos (33.1%) (UNA, 2012).

Formacién y Estructura del huevo

El aparato reproductor de las gallinas consta de ovarios y oviducto, pero solo el

ovario izquierdo se desarrolla. En él se forma la yema a partir de un 6vulo rodeado por la
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pared folicular, cubierto por una membrana vitelina y en la parte central el disco germinal
(que es el lugar de division de las células embrionarias cuando el huevo esta fecundado)
que al dirigirse hacia la superficie del 6vulo deja un rastro o huella, llamado latebra (Burke,
1999; Johnson, 2000).

Unos 10 dias antes de la ovulacién, en el foliculo tiene lugar el depoésito de
sustancias lipoproteicas (ademés de minerales y pigmentos) que constituyen el vitelo.
Ninguna de estas sustancias es sintetizada por el ovario, todas se sintetizan en el higado y
por via sanguinea llegan al foliculo (Burke, 1999; Johnson, 2000).

Aproximadamente a las 20 semanas de edad, la gallina alcanza la madurez sexual y
empieza a ovular. La ruptura del foliculo se produce a nivel del estigma, que es la parte de
la pared folicular exenta de capilares sanguineos. El foliculo ya maduro libera a la yema
que es captada en la bolsa ovarica del infundibulum. En este segmento, la yema permanece
aproximadamente de 15 a 20 min y ahi le son agregadas las chalazas y dos capas externas,
adicionales a la membrana vitelina (que en realidad es doble) que ya tiene. Las cuatro
funcionan como unidad Unica y normalmente se consideran como la membrana de la yema
aunque las tres capas mas externas estan realmente cubriendo la membrana vitelina (Figura
8). Estas capas juegan un papel muy importante en la proteccién de la yema, evitando la
entrada de agua a partir de la clara (Burke, 1999; Johnson, 2000).

Posteriormente pasa al magnum donde es secretada una soluciéon acuosa de
proteinas y minerales (albumen), permaneciendo en el sitio por un periodo aproximado de
3:30 horas. A diferencia de las proteinas de la yema que son sintetizadas en el higado, las
proteinas del aloumen son sintetizadas en las células epiteliales y tubulares de la pared del
magnum. Cuando el huevo sale de este segmento, el aloumen presenta un aspecto arrugado
0 gelatinoso denso ya que solo contiene 50% del agua. El proceso de hidratacién termina
en el Gtero.

En el istmo dura poco tiempo (60-75 min) y ahi las membranas testaceas y la
mamilar son formadas.

Es en la glandula coquiliaria o utero donde permanece por mas tiempo (20 horas)
aqui se completa la hidratacién. A este periodo se le conoce como “plumping” porque

concluye con una hidratacion del huevo y un tensado de las membranas de la céscara. La
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adicion de agua va acompafiada por una secrecion de minerales (sodio, potasio y
bicarbonato) y porfirinas (pigmentacion del cascarén). Se produce una rotacion del huevo,
dando lugar a la torsion de las fibras proteicas del albumen denso, formandose las chalazas.
El huevo se encuentra en una soluciéon sobresaturada de carbonato célcico que se va
depositando, alrededor y sobre las fibras que constituyen la membrana testacea externa en
nacleos o conos concretos. Esta capa cristalina basal y los cristales que irradian,
constituyen los cuerpos mamilares, que crecen y se fusionan formando la capa mamilar.
Durante este proceso se van definiendo los poros que atravesaran la cascara. A partir de
aqui, continua una fase de calcificacion rapida dando lugar a la capa en empalizada v,
posteriormente se produce un cambio de orientacion de los cristales formanddse la capa de
cristales verticales. Las porfirinas (responsables de la coloracion de la yema) se depositan
las dos ultimas horas de la formacion del huevo y depende de la estirpe.
Una vez formada la céascara, es recubierta por Gltimo con una cuticula que cubre
los poros, reduciendo la pérdida de humedad y el riesgo de contaminacion bacteriana.
Una vez formado el huevo, se produce la expulsion a traves de la vagina y hasta la
cloaca, gracias a las contracciones de la musculatura lisa que rodea a la mucosa del Utero

(Burke, 1999; Johnson, 2000). La estructura final del huevo se muestra en la Figura 8.

CUBIERTAS YEMA

curicuta DISCO GERMINAL

CASCARON

MEMBRANA EXTERNA i CAPAS DE LA YEMA
DEL CASCARON / /

MEMBRANA INTERNA
DEL CASCAROR

CAMARA DE AIRE

CHALAZAS g
CLARA O ALBUMEN

CLARA

Figura 8. Estructura del huevo de gallina

Fuente: www.huevo.org.es
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Componentes del huevo

El cascardn es la primera barrera de defensa que posee el huevo y constituye entre
el 9% vy el 12% del peso total del huevo. Esta constituido por carbonato de calcio (94%)
como componente estructural, con pequefias cantidades de carbonato de magnesio, fosfato
de calcio y otros materiales organicos (Zeidler, 2002).

En el caso de la albimina, sus constituyentes son 88% agua, 11% proteinas, 1%
carbohidratos y 0.5% minerales. Basicamente se trata de una solucion de proteinas
globulares que contiene fibras de ovomucina (existen mas de treinta proteinas diferentes).
Son ricas en aminoécidos esenciales. Tres de sus glucoproteinas  (ovoalbumina,
conalbumina, ovomucoide) suman mas del 80% del total de proteinas en la clara de huevo.
El resto esta conformado por otras proteinas como ovoglobulinas, ovomucina, lisozima,
avidina, cistatina, etc. Es importante sefialar que a la conalbumina u ovotransferrina se le
han reconocido propiedades antioxidantes Algunos de los carbohidratos presentes en la
albimina son glucosa libre y glicoproteinas las cuales contienen manosa y galactosa
(Zeidler, 2002; Guérin-Dubiard et al. 2007).

En el caso de la yema, sus principales componentes son agua (47.5%), lipidos
(33%) y proteinas (17.4%). Todo el material lipidico del huevo esta presente en la yema en
la forma de triglicéridos, fosfolipidos y esteroles (Cuadro 3). Los triglicéridos son ésteres
de 4acidos grasos unidos a una molecula de glicerol y son la principal forma de
almacenamiento de energia. Los fosfolipidos constituyen 23 a 24% del total de lipidos en
la yema, también poseen acidos grasos y proporcionan la mayor parte de la capacidad
emulsificante de la yema; la lecitina y la cefalina son los principales fosfolipidos en la
yema. El principal esterol en el huevo es el colesterol. En la yema también estan presentes
pigmentos como la luteina, zeaxantina, b-caroteno; asi como vitaminas y minerales
(Zeidler, 2002a). La fosvitina es una de las principales proteinas presentes en la yema,
contiene 3-10% de fosforo y 6% de carbohidratos y se le han reconocido propiedades
antibacteriales, emulsificantes y antioxidantes (Guérin-Dubiard et al. 2007).
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Cuadro 3. Composiciéon de la yema de huevo

Constituyente % del peso
Agua 47.5
Lipidos 33.0
Proteina 17.4
Carbohidratos libres 0.2
Elementos inorgdnicos 1.1
Otros 0.8
Total 100.0

Composicion de los lipidos de la yema (% total de lipidos)

Triglicéridos 71a73
Fosfolipidos 23a24
Colesterol y otros esteroles 4a6

Composicion de los triglicéridos

Acidos grasos saturados 44.0
Acidos grasos monoinsaturados 44.0
Acidos grasos poliinsaturados 12.0

Principales fosfolipidos (% del total de fosfolipidos)

Lecitina 70a77
Cefalina 18a24

Composicion de los esteroles (% del total de lipidos)

Colesterol 3.52
Esteres de Colesterol 0.39

Macromoleculas y complejos (% del total del peso del huevo)

Lipoproteinas de baja densidad 30
Granulos 12
Livetinas 8

Fuente: Zeidler (2002).
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Valor nutritivo del huevo

El huevo posee una enorme riqueza en nutrimentos esenciales. Un huevo grande (60
g) provee aproximadamente 6 g de proteina, de ésta, la mitad se encuentra en el albumen.
La proteina es de excelente calidad, es usada como proteina de referencia porque contiene
todos los aminoacidos esenciales para el humano, en las proporciones adecuadas. Su valor
energético es muy bajo (75 kcal/pieza). La mayoria de los nutrimentos del huevo, se
encuentran en la yema. Es excelente fuente de casi todos los minerales, excepto del calcio,
el cual existe en muy bajas concentraciones. Contiene importantes cantidades de fosforo
(89 mg), hierro (0.72 mg), zinc (0.5 mg) y selenio (Turnbull, 1999; Meister, 2002; Anton,
2007).

Contiene todas las vitaminas, excepto el &cido ascorbico. Es una excelente fuente de
Vitamina D (24 Ul), de hecho ocupa el segundo lugar como tal, después del aceite de
pescado, siendo por ello de gran valor en aquellos individuos que no reciben luz solar en
cantidad suficiente. Es también una excelente fuente de riboflavina (0.254 mg). La vitamina
A (retinol) se encuentra en cantidades significativas en la yema de huevo (317 Ul). Lo
mismo que la vitamina E (0.7 mg). El huevo también se distingue por tener una cantidad
considerable de lecitina (fosfolipido), acido fdlico (23 mcg) y colina (280 mg)(Turnbull,
1999; Meister, 2002; Anton, 2007).

Aunado a esto, la presencia de pigmentos en la yema, como la luteina (150-250
mcg) y la zeaxantina (200 mcg), ha contribuido a que se considere al huevo como un
alimento funcional, ya que estos carotenoides han resultado ser una proteccion contra las
cataratas y la degeneracién macular de la retina (Meister, 2002; Goodrow et al. 2006;
Anton, 2007).

Por lo que respecta al contenido de acidos grasos que habitualmente tiene un huevo,
se puede decir que los principales acidos grasos saturados presentes en el mismo son, el
palmitico (C16:0) y el estearico (C18:0); de los monoinsaturados es el oleico (C18:1 n-9),
mientras que de los poliinsaturados es el LA (C18:2 n6) (Cuadro 4).

El contenido de AGn3 en el huevo es de aproximadamente 126 mg/100 de huevo
completo (Makrides et al. 2002), sin embargo, esta cantidad puede incrementarse
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incorporando en la dieta de las aves ingredientes con un alto contenido de estos
compuestos, como es el caso de la linaza, la canola, la harina de crustaceos, asi como la
harina y aceite de pescado. Esto es posible, ya que el metabolismo de los lipidos en las aves

asi lo permite.

Cuadro 4. Acidos grasos presentes en el huevo de gallina (g/100g)

Acido graso Huevoentero  Yema Clara
Saturados 4.4 13.0 -
Palmitico(C16:0) 2.5 7.3 -
Esteéarico(C18:0) 0.86 2.5 -
Monoinsaturados 4.5 13.1 -
Palmitoleico (C16:1) 0.4 1.1 -
Oleico (C18:1) 4.1 12.0 -
Poliinsaturados 1.64 4.72 -
Linoleico (C18:2 LA n6) 1.25 3.6 -
a-linolénico(C18:3 ALA n3) 0.04 0.12 -
Araquidonico(C20:4 AA n6) 0.2 0.6 -
Eicosapentaenoico (C20:5 EPA n3) 0.00 0.00 -
Docosahexanoico(C22:6 DHA n3) 0.15 0.40 -

Fuente: Seuss-Baum (2007)

2.4 Digestion, absorcién y metabolismo de los lipidos en las aves
Digestion de los lipidos

Para permitir la accién de las enzimas pancreaticas y la formacion de micelas en el
contenido acuoso del intestino, la grasa ingerida debe ser emulsionada en el estdbmago.
Entre las sustancias emulsificantes que favorecen este proceso se encuentran los
monoglicéridos obtenidos de la hidrolisis gastrica de las grasas, mediada por la lipasa
gastrica, que hidroliza hasta un 30% de los lipidos de la dieta en mamiferos (Place, 1996).
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Al contrario de lo que ocurre en los mamiferos, las aves presentan muy baja
actividad lipolitica en el estdbmago, por lo que la 6ptima emulsion de las grasas para la
posterior formacion de micelas y absorcion de lipidos a nivel intestinal, al parecer se debe a
la existencia del reflejo entero-gastrico. Mediante este mecanismo, parte de los triglicéridos
hidrolizados en el duodeno vuelven nuevamente a la molleja acompafados por parte de las
sales biliares, donde intervendrén en la correcta emulsion de la grasa (Place, 1996).

La grasa emulsionada esta formada por pequefios agregados esféricos de 200 a 5000
nm de diametro, constituidos por lipidos polares (fosfolipidos, glicolipidos vy
monoglicéridos). Gracias a la caracteristica anfdterica de éstos lipidos, se pueden situar
formando una monocapa en la interfase éleo-acuosa, dirigiendo su extremo polar hacia el
agua y su extremo apolar hacia el resto de sustancias lipidicas (Nelson y Cox, 2004).

Las sales biliares entran en contacto con la grasa emulsionada disolviendo algunos
de sus constituyentes y proporcionandole carga negativa. Es de vital importancia que las
sales biliares se mantengan en solucion a los niveles de pH que se dan en la molleja. Para
ello se forman conjugados de las sales biliares con la taurina que permite su disolucion
incluso a niveles de pH inferiores a 1 (Nelson y Cox, 2004).

En el duodeno, la carga negativa proporcionada por las sales biliares atrae a la
colipasa cuya funcion es la de mantener a la lipasa pancredtica cerca del glébulo de grasa
para permitir su accion. La lipasa pancreética hidroliza preferentemente los AG situados en
los carbonos 1 y 3 del TG, dando lugar a 2-monoacilgliceroles y acidos grasos libres, con
caracter mas polar, formandose asi particulas mas pequefias denominadas micelas cuyo
didmetro aproximado es de 3-10 nm (Bohinski, 1991).

Otras enzimas pancreéaticas involucradas en la digestion de lipidos son las
fosfolipasas Al y A2y la carboxil-ester-hidrolasa. Dichas enzimas catalizan la hidrélisis de
los fosfolipidos (dando AG libres y lisofosfolipidos) y diferentes ésteres de AG, como los
de colesterol. Los derivados lipidicos mas polares pasan a la fase acuosa del intestino y
entran a formar parte de las micelas, junto con las sales biliares, englobando a otros lipidos
no polares. El caracter hidrofilico de las micelas les permite atravesar la capa acuosa
adyacente a la membrana celular y entrar en contacto con la membrana del enterocito para

absorcion de los lipidos (Murray et al., 2004).
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Absorcion de lipidos

Existen diferentes factores que determinan el grado de absorcion de las grasas
(Wiseman et al., 1991; Crespo y Esteve, 2001):

Acidos grasos libres y monoglicéridos: tras la hidrélisis de los TG se liberan AG
libres (AGL) y monoglicéridos. Gracias a los 2 grupos hidroxilo de los monoglicéridos su
grado de polaridad es mayor que el de los AG libres, lo cual favorece su absorcion.

Grado de insaturacion: Las proteinas transportadoras de &cidos grasos (FABP:
Fatty Acid Binding Protein) tienen mayor afinidad por los AG poliinsaturados (AGPI) y
éstos, ademas, tienen mas capacidad para formar las micelas, por lo que su grado de
absorcion es mayor respecto a los AG saturados (AGS).

Longitud de cadena: A menor longitud de cadena del &cido graso mayor polaridad
con relacion al tamafio de la molécula, y por tanto, mayor capacidad de interaccion con el
medio acuoso. De hecho, los &cidos grasos de cadena media y corta no necesitan proteinas
transportadoras citosolicas (FABP) ni las lipoproteinas plasmaticas, ya que son
transportados unidos a la albumina.

Interacciones: La combinacién de AGPIl y AGS mejora la absorcion de los altimos.
La mayor facilidad de los AGPI para formar micelas mejora también la incorporacion de
los AGS a éstas, facilitando su absorcion. Tal es dicho sinergismo que se han establecido
ecuaciones exponenciales que relacionan el grado de insaturacion con la digestibilidad y el
contenido en energia metabolizable de la dieta.

Dentro de la célula intestinal se vuelven a formar los triglicéridos, fosfolipidos y
ésteres de colesterol que seran integrados en los portomicrones (PM) para su paso a la
circulacién portal. Se ha de mencionar, que en el caso de las aves, la reesterificacion de los
acidos grasos absorbidos no es total y hasta un 50% pueden pasar directamente a la sangre
y ser transportados por la aloimina (Griffin y Whitehead, 1982).

La yema contiene en promedio 6 g de lipidos, principalmente en la forma de
triacilgliceroles, fosfolipidos y colesterol libre. Componentes menores incluyen ésteres de
colesterol y acidos grasos libres. En los fosfolipidos se encuentran los AGPI. Los AG
destinados a la yema se sintetizan en el higado del ave. La composicion lipidica de la yema

es el resultado de una combinacion de la lipogénesis de novo y la incorporacion de

19



componentes lipidicos presentes en la dieta. Antes de la absorcion intestinal, los productos
hidrolizados de la digestion lipidica, incluyendo los AGM y AGPI deben ser re-
esterificados dentro del reticulo endoplasmico de los enterocitos antes de ser transportados.
Los triglicéridos resultantes son empacados con colesterol, fosfolipidos y proteinas para

formar lipoproteinas.

Metabolismo de los lipidos

Las lipoproteinas (LP) son complejos proteo-lipidicos que permiten el transporte de
lipidos a través de la sangre. Estdn compuestos por un nucleo hidrofébico (lipidos no
polares) y una capa externa de lipidos polares y apoproteinas (Motta et al., 1996).

En el humano estas LP son transportadas por el sistema linfatico, en las aves lo son
a través de los portamicrones, debido a que son transferidos a la circulacion portal
(Yannokopoulos, 2007).

En pollos se han identificado cinco tipos de lipoproteinas segin su contenido en
triglicéridos y su densidad, los portomicrones (PM), lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Griffin y Whitehead, 1982).

A diferencia de los quilomicrones (QM) de mamiferos, los portomicrones pasan a la
circulacién portal, por lo que son dirigidos directamente al higado. Sin embargo, al igual
que en los mamiferos, la captacion por parte del higado no sucede hasta después de ser
parcialmente metabolizados en los tejidos extrahepaticos, con un tiempo medio de
circulacion de 3-4 minutos (Griffin y Whitehead, 1982).

Los portomicrones circulantes son substrato de la enzima lipoproteinlipasa (LPL).
En este proceso se produce la hidrolisis de los triglicéridos y parte de los fosfolipidos,
liberandose acidos grasos que seran captados por los tejidos o transportados por el plasma
unidos a la albumina. El resto de fosfolipidos de los portomicrones junto con las Apo C,
seran transferidos a las lipoproteinas de alta densidad (HDL por sus siglas en inglés),
guedando un portomicréon remanente rico en ésteres de colesterol que sera captado por el

tejido hepatico (con receptores para la Apo B) (Griffin y Whitehead, 1982).
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Las VLDL son sintetizadas en el higado y liberadas a la circulacion conteniendo
triglicéridos, colesterol, fosfolipidos y las correspondientes apoproteinas. Como es bien
sabido, en el pollo, el higado es el principal sitio de sintesis de acidos grasos, por lo que la
deposicion corporal de grasa dependerd en gran medida de la secrecion y los niveles
plasméticos de VLDL (Fisher, 1984).

En cuanto a la secrecién de VLDL, son menos conocidos los factores que regulan
este proceso, sin embargo, parece ser que la enzima 6-9-desaturasa juega un papel
importante. EI mecanismo mediante el cual esta enzima favorece la secrecion de VLDL no
estd muy claro, algunas hipotesis sugieren que la enzima 6-9 desaturasa incorpora un doble
enlace en el carbono 9 de los &cidos grasos, formando &cido oleico y palmitoleico a partir
del estearico y palmitico, respectivamente (Figura 9). La introduccion de éste doble enlace
produce una disminucion en el punto de fusién del acido graso, lo cual favoreceria su
incorporacion a las lipoproteinas (Legrand et al., 1997).

Por otro lado, también existe la posibilidad de que el &cido oleico impida la
degradacion intracelular de Apo B, apoproteina necesaria para la sintesis de VLDL (Dixon
etal., 1991).

Al igual que los portomicrones, las VLDL son sustrato de la LPL. Una vez
hidrolizados los TG, parte del colesterol, fosfolipidos y Apo-C son transferidos a las HDL.
Las VLDL hidrolizadas pasan a formar las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y las
LDL, con mayor densidad que las VLDL debido a su mayor contenido proteico (Crespo y
Esteve, 2001).

Las IDL presentan mayor contenido en colesterol y ésteres de colesterol. Por su
carencia en Apo-C, dejan de ser substrato de la LPL, pudiendo ser captadas por el higado o
metabolizadas a LDL. La conversion de IDL a LDL parece ser mediada, al menos en
mamiferos, por la lipasa hepatica (LH), mas que por la LPL (Welch y Borlak, 2008);
aunque parece ser que dicha enzima presenta una actividad inferior en las aves, en el
proceso vuelven a hidrolizarse triglicéridos y fosfolipidos, quedando una particula muy rica
en colesterol (Griffin y Whitehead, 1982).

Las LDL pueden ser captadas por una gran variedad de tejidos, constituyendo una

importante fuente de colesterol para la integridad de la membrana celular y la sintesis de
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hormonas esteroideas. La retirada de las IDL y LDL de la circulacion es realizada por
endocitos, mediada por un receptor y posterior degradacion en los lisosomas (Griffin y
Whitehead, 1982).
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Las HDL pueden ser sintetizadas por el higado o ser producto de la hidrélisis de
lipoproteinas ricas en triglicéridos. Actian como vehiculo de transporte del colesterol, tanto
a los tejidos periféricos como hacia el higado (transporte inverso de colesterol) (Crespo y
Esteve, 2001).

En mamiferos, ademas, juegan un importante papel en el metabolismo de los QM y
VLDL, ya que les transfieren las Apo C y E, y captan el colesterol y fosfolipidos tras la
hidrdlisis de estas lipoproteinas. En mamiferos, las HDL son el principal substrato de la
lecitin-colesterol acil-transferasa (LCAT) activada por la Apo-Al la cual esterifica el
colesterol con la lecitina haciéndola pasar al centro de la lipoproteina (parte hidrofébica) y
permitiendo proseguir su captacion. En aves, la Apo-Al estd también presente en las VLDL,
IDL y LDL, por lo que todas estas lipoproteinas son substrato para la esterificacion del
colesterol (Griffin y Whitehead, 1982).

Por otro lado, los AG de cadena corta son transportados como tales en las aves
(también al higado via sistema porta) (Yannokopoulos, 2007).

Por lo tanto, el metabolismo de lipidos en aves permite incrementar el contenido de
AGn3 en el huevo al incorporar en la dieta ingredientes con un alto contenido de estos

compuestos nutraceuticos.

2.5 Ingredientes utilizados para incrementar el contenido de AGn3 en el huevo

Algunos de los ingredientes que se han utilizado para incrementar el contenido de
AGnN3 en el huevo son: el aceite y harina de linaza, aceite de canola, aceite de menhaden,
aceite de atln, aceite de sardina, microalgas marinas, harina de langostilla, etc (Gonzalez-
Esquerra y Lesson, 2000, 2001; Carranco et al., 2003; Castillo-Badillo et al. 2005; Carrillo
et al. 2005, 2008). La linaza y la canola son excelente fuente del acido a-linolénico (ALA),
sin embargo, como se menciond antes, este acido no es tan eficiente como el EPA y DHA
en brindar los beneficios a la salud, y aunque el ALA puede convertirse en EPA y DHA,
este proceso en el humano es muy lento (Gonzalez-Esquerra y Leeson, 2001).

Por tal motivo, y con la finalidad de producir huevos con un alto contenido de EPA
y DHA, los aceites (principalmente de menhaden, atun y sardina), harinas de pescado
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(principalmente de anchoveta), asi como microalgas marinas con un alto contenido de DHA
( DHA Gold™), han sido frecuentemente empleados en la alimentacién de las aves, ya que
poseen altas concentraciones de estos dos acidos grasos (EPA y DHA)(Hargis y Van
Elswyk, 1993; Garcia y Albala, 1998; Gonzalez-Esquerra y Leeson, 2001; Surai y Sparks,
2001; Castillo-Badillo et al. 2005; Carrillo et al. 2005; Cherian, 2007; Yalcyn et al. 2007,
Yannakopoulos, 2007; Cornejo et al. 2008; Kralik et al. 2008).

2.6 Aceite de sardina
En México los productos pesqueros comercialmente explotables en aguas
continentales y territoriales se dividen en 4 grupos (SAGARPA, 2006):
1. Especies pelagicas o masivas (atun, sardina, anchoveta),
2. Especies demersales (huachinango, lisa, tiburdn, cazén, peto),
3. Crustaceos y moluscos (camaron, langosta, abulédn, ostion, almeja, pulpo, caracol),
4. Especies de cria (mojarra, tilapia, carpa, bagre y langostino)

Cuatro entidades federativas producen cerca del 70% del volumen de pesca (Sonora
35%, Sinaloa 14%, Baja California Sur 10% y Baja California 10%) (CONAPESCA,
2006). A nivel comercial, las especies mas explotadas son el atin y el camarén, y en menor
escala la sardina y la anchoveta, cuya produccion se ha orientado al mercado externo ¢ a la
industria. La parte aprovechable que se obtiene del pescado para consumo humano es
solamente el 60% aproximado de su peso, ya que no se utilizan cabezas, esqueletos,
visceras, escamas y aletas. Toda esa masa es en gran parte desaprovechada, ya que la
mayoria de los consumidores prefieren comprar el pescado entero y no se acostumbra a su
expedicion en filetes, lo que ocasiona que los desperdicios se dispersen, sin posibilidad de
reunirlos para destinarlos a la industria de subproductos.

Las especies que se capturan para la pesca industrial y que son procesadas como
pescado entero crudo para reduccidn, son principalmente aquellas que no tienen aceptacion
en el mercado en las formas tradicionales para consumo humano ya sea por razones de
elaboracion, tamafio, sabor, o cualidades de textura y costumbre a ser comidas, 0 bien por

la elevada cantidad de organismos que se capturan en ciertas estaciones del afo,

24



circunstancia que hace dificil su elaboracion rapida. Otra razén por la que no pueden
utilizarse estas especies radica en el hecho de que se enrancian tan rapido como para ser
almacenadas de un modo econdémico. Entre esta clase de peces estan los arenques, sardinas,
parracha, anchoas y caballa. En su mayoria, estos son peces de pequefio tamafio que forman
grandes cardumenes y se prestan a un a captura rapida y barata en gran volumen, utilizando
artes de pesca de gran rendimiento, como las redes de cerco de tipo globo. Los pescados
que presentan carne grasosa (mas de 3% de aceite) y de talla pequefia son la base de la
industria de la harina y aceite de pescado. Incluso congelados, estos pescados rapidamente
se vuelven rancios, a no ser que se tomen mediadas especiales que en ocasiones resultan
costosas (Cifuentes et al. 1997).

En el noroeste de México, la sardina se pesca en diferentes meses, segun la zona y
la especie, por lo tanto el recurso esta disponible durante todo el afio (Moral-Simanek et al.
2010). En las cercanias del Puerto de Guaymas, Sonora se descarga el 80% de la captura de
todas las especies conocidas como sardina. EI volumen de captura en Sonora es de 15 a 30
mil toneladas/mes. EIl 85% de la produccién es utilizada como materia prima de alimentos,
y solo el 15% para productos enlatados y congelados. Como recurso pesquero, la sardina
es fuente importante de proteina para la fabricacion de alimento balanceado para la
industria avicola y porcina, y como carnada para la pesca comercial, deportiva y artesanal
(Moral-Simanek et al. 2010).

La sardina monterrey (Sardinops sagax) y la sardina crinuda (Opisthonema
libertate) aportan 75% de la captura total de peldgicos menores. Ademas, de estas hay otras
siete especies que debido a sus volumenes de pesca, se consideran de menor importancia
comercial: la anchoveta (Engraulix mordax), otras especies de la sardina crinuda (O.
mediastre y O. bulleri), la japonesa (Etremeus tares), la bocona (Cetengraulis mysticetus),
la macarela (Scomber japonicus) y el charrito (Trachurus symetricus). La sardina
monterrey es una especie costera, pelagica que forma cardumenes grandes y puede realizar
movimientos amplios dentro de su area de distribucion, segun las condiciones marinas, de
temperatura, corrientes y surgencias, principalmente. Su tasa reproductiva es alta y el
crecimiento rapido. Viven en aguas relativamente calidas y se alimentan principalmente de

algas, pequerios crustaceos Yy fitoplancton (Moral-Simanek et al. 2010).
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En México, la industria de la sardina ha registrado cambios importantes, desde sus
inicios en 1927 hasta 1975, alrededor del 60% de la produccién se destinaba al enlatado
para consumo humano, en presentaciones de salsa de tomate y aceite. Sin embargo, a partir
de 1976 la situacion cambio y los voliumenes mas importantes ahora son para elaborar
harina, ya que por su alto contenido proteinico y graso se convierte en insumo principal
para elaborar alimentos balanceados y aceite para la industria quimica. La harina y el
aceite de la sardina son un complemento redituable para el exceso de captura de esta
especie, pues resultan ser negocios mas lucrativos que el enlatado (Moral-Simanek et al.
2010).

Para elaborar una tonelada de harina de pescado (y como subproducto 350 litros de
aceite) se requieren en promedio 5.5 toneladas. Una vez procesado, el precio del producto
se eleva de manera importante, alcanzando hasta 10 veces mas que su valor original en
fresco, pues la tonelada se comercializa entre $ 350 y $ 450 doléres y el aceite en
aproximadamente $100 dolares americanos (Juarez-Torres et al. 2007).

Actualmente el grueso de la harina y del aceite de pescado de todo el mundo se
fabrica con el método denominado “de reduccion o prensadura himeda”. Este comienza
con el desembarque del pescado entero almacenado en las bodegas refrigeradas de los
buques transportadores. Entonces los pescados son cocidos al vapor y la resultante masa de
solidos y liquidos son transportados a la prensa. El aceite y agua conteniendo los sélidos
disueltos y suspendidos son exprimidos de la masa dejando un intermediario himedo
conocido como torta de prensa. La torta es entonces mezclada con los solubles condensados
de la fase liquida y secada suavemente. El producto resultante es entonces mezclado con los
solubles condensados de la fase liquida y secada suavemente. El producto resultante es
entonces molido a harina y tratado con un antioxidante para ayudar a que la harina
mantenga la calidad de su proteina y aceites residuales durante el almacenamiento y
transporte. La harina se almacena en sacos o a granel, mientras que el aceite es filtrado y
estabilizado con antioxidantes antes de ser almacenado en cisternas (Cifuentes et al. 1997;

www.iffo.net).
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En México no existe normatividad para el aceite de sardina para consumo humano
directo, sin embargo, existen normas internacionales que establecen las siguientes
especificaciones para el aceite de pescado (Cifuentes et al. 1997; www.iffo.net):

Color y estado: amarillo a blanco sélido (12 a 13 escala GARDNER)

Olor: sin olor o ligero olor a pescado

Valor de saponificacion: entre 180-200

Numero de lodo: no menos de 120 (160-180)

Materia no saponificable: no mas del 2%

Acidos grasos libres: menos de 3% de 4cidos grasos libres

Agua e impurezas: 0.8-2%

Asegurar que el consumo total de EPA y DHA no exceda de 3g/persona/dia

Si se rebasan estos limites, el valor comercial del aceite de pescado sera menor. Por
lo tanto, para poder fabricar y conservar un aceite con propiedades adecuadas, se debe
utilizar pescado lo mas fresco posible, el aceite debe almacenarse en la oscuridad, con una
entrada limitada de oxigeno, y a una temperatura que sea lo mas baja y constante posible,
debe estar muy limpio, especialmente no contener metales pesados, exceso de agua y
basura (Cifuentes et al. 1997).

Gaméz-Meza et al. (1999) informan un contenido promedio de 20% de EPA y 12%
de DHA (del total de acidos grasos) en el aceite de sardina del Golfo de California. Aun
cuando la composicidn en acidos grasos de los aceites de pescado varia considerablemente
en funcion de la especie de pescado, composicion del plancton con que este se alimentd y la
época del afio; el alto contenido de estos AG se mantiene a lo largo del afio (Bandarra et al.
1997, Cifuentes et al. 1997; Gaméz-Meza et al. 1999). La presencia y contenido de estos
AG en el aceite de sardina lo convierten en un ingrediente de alto valor comercial. Ademas
el aceite de pescado presenta una relacién n6:n3 muy baja (0.08), de modo que su
uitilizacion como ingrediente funcional en otro tipo de alimentos puede contribuir a a lograr
relaciones 1-4:1, consideradas idoneas en una dieta saludable (Conchillo et al. 2006).

Sin embargo, debido a que los aceites de pescado contienen cantidades
significativas de AGPI (36-43%), son altamente susceptibles a la oxidacion dando lugar a

una réapida produccion de aldehidos y cetonas responsables del aroma y sabor a pescado
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(Bailey, 1984), de ahi la importancia de utilizar pescado fresco y estabilizar el aceite con
antioxidantes .

Aun asi, cuando se incorpora aceite de pescado a la dieta de las aves, las
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales del huevo fresco para plato, pueden verse
afectadas con el paso del tiempo y por la oxidacién lipidica, reduciendo asi su vida de
anaquel (periodo de tiempo durante el cual un producto puede ser puesto en venta o en
anaquel, y a lo largo del cual sus caracteristicas de calidad fisica, quimicas y sensoriales
deben mantenerse deseables desde el punto de vista del consumidor, asegurando ademas la
salud del mismo por ingesta de dicho producto)(Eskin y Robinson, 2001).

Por tal motivo, diversos estudios (Hargis y Van Elswyk, 1993; Maurice, 1994;
Cloughley et al. 1997; Gonzélez-Esquerra y Leeson, 2001; Surai y Spark, 2001) sefialan la
conveniencia de emplear niveles inferiores al 1.5% de aceite de pescado en la dieta de las
aves, y otros como Cherian (2007) mencionan como limite un 3%; a fin de no afectar
negativamente el sabor del huevo ni otras caracteristicas como la produccién y peso del

mismo Y reducir en lo posible el riesgo de una oxidacién lipidica.

2.7 Oxidacién lipidica

Los procesos de oxidacion constituyen una de las principales vias de deterioro de
los alimentos, ocasionada por el ataque del oxigeno sobre algunos de sus componentes, lo
que lleva a un deterioro de la calidad comercial, organoléptica y sanitaria del alimento
(Sanchez-Moreno y Larrauri, 1998).

Los radicales libres, conocidos también como especies reactivas al oxigeno (EROS)
y al nitrogeno (ERN), son atomos, moléculas o cualquier otro compuesto que contiene uno
0 maés electrones en forma impar. Estos son altamente inestables y reactivos y son capaces
de causar dafio a diferentes estructuras moleculares, como el DNA, proteinas, lipidos y
carbohidratos. Los diferentes sistemas bioldgicos estdn bajo un constante ataque de los
radicales libres (RL), formados como consecuencia natural de la actividad metabolica de un
organismo y como una estrategia del sistema inmune para destruir a microorganismos

invasores.
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Las fuentes internas de radicales libres son: las mitocondrias, fagocitos, xantina oxidasa,
peroxisomas, ejercicio, inflamacion, isquemia, reacciones con Fe y otros metales de
transicion; mientras que las fuentes externas son: luz, temperatura, metales, el humo del
cigarrillo, la radiacién, rayos UV, la contaminacion, microorganismos, ciertas drogas,
reactivos quimicos, solventes industriales, asi como condiciones de estres nutricional, como
son altas concentraciones de AGPI en la dieta, etc. (Figura 10).

Generalmente se reconoce que en las células vivas, el radical superoxido (Oy) es el
principal radical libre que se produce (Surai, 2003).

En los alimentos, los macro-componentes menos estables son los lipidos, lo que los
hace altamente susceptibles a oxidarse (Eskin y Przybylski, 2001). En la oxidacion lipidica,
el primer sustrato donde ocurren estas reacciones son los acidos grasos poliinsaturados y el
oxigeno (Figura 10).

Hay tres tipos de mecanismos que intervienen en la oxidacion lipidica (Guillén-Sans
y Guzméan-Chozas, 1998; Wheatley, 2000; Surai, 2003):

1) Generacidn de radicales libres que acttan en la oscuridad (autooxidacion)
2) La fotooxidacion que inicia con la exposicion a la luz

3) Accidn de la lipooxigenasa

La mas estudiada es la primera, la autoxidacion, proceso en cadena de radicales libres.

De ésta, se han propuesto dos fases.
Primera fase incluye 3 etapas:

Iniciacion: La reaccion en cadena se inicia por la sustraccion de un hidrégeno de la cadena
hidrocarbonada del acido graso insaturado, formando un radical libre del triglicérido o de la
molécula libre del AG (LH—>L' + H'). Esto puede ocurrir por interacciéon del O, en
presencia de un iniciador. Se considera como iniciador una fuente externa de energia, por
ejemplo calor, luz y radiacion de alta energia. Sin embargo, los iones metalicos (como el
cobre y hierro) o metaloproteinas pueden también actuar como iniciadores y/o catalizadores

(Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo de oxidacion de los acidos grasos
Fuente: Eskin y Przybylski (2001), Surai (2003)
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Propagacion. Los radicales producidos en el proceso anterior pueden reaccionar con el O,
para formar un radical peréxido (L + O, —LOO), el cual puede seguir sustrayendo
hidrdgenos a través de una cadena de propagacion y puede reaccionar con un triglicérido o

un AG insaturado para formar un hidroperéxido y otro radical libre (LOO + LH—LOOH +

L°) (Figura 10). Otras especies de oxigeno que pueden reaccionar son O,’, HO y H,0,. En

esta etapa de propagacion se genera una gran cantidad de moléculas de hidroperdxidos. La
velocidad de reaccion aumenta con el grado de insaturacion. El linoleato se oxida 10 veces
mas rapido que el oleato, y el linolenato de 20 a 30 veces mas rapido aun. Las
lipooxigenasas son oxidoreductasas que catalizan la conversion de los &cidos grasos
poliinsaturados a sus respectivos hidroxiperoxidos. En la oxidacion enzimatica de los
lipidos, se lleva a cabo una sustraccion de hidrogeno y una adicion del dioxigeno en
posiciones especificas; mientras que la oxidacion no enzimaética, no tiene una region
especifica de adicion, y ocurre generalmente en las posiciones exteriores, donde se

encuentra el ultimo carbono antes del primer doble enlace de cada extremo de la molécula.

Terminacion. La reaccién en cadena puede terminar por medio de la formacion de
productos que no sean radicales (L+ + L*—L-L; LOO++ L+—LOOL), como dimeros y
grandes polimeros. Los hidroxiperoxidos formados (LOOH) son inestables y se pueden
descomponer en una amplia variedad de productos volétiles y no volatiles (Figura 4). Los
cuales a su vez son también inestables y pueden dar origen a compuestos responsables de la

rancidez en los alimentos (Eskin y Przybylski, 2001).

Segunda fase

En esta fase el proceso oxidativo se realiza a mayor velocidad. Se presenta una

fragmentacion de los hidroperdxidos. Esta se lleva a cabo en los enlaces carbono-carbono a
ambos lados del radical alcoxilo (RO ), el cual puede reaccionar con otros radicales. Estas

reacciones son las que producen la mayoria de los compuestos carbonilicos, alcoholes,

ésteres e hidrocarburos responsables del aroma de oxidacion de los lipidos de los alimentos.
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Los productos de autooxidacion del oleato son el 8-, 9-, 10-, y 11-hidroperdxidos; del
linoleato se generan el 9- y 13-dieno hidroperoxidos y del linolenato se forman 9-, 12-, 13-
y 16- hidroperdxidos. Los 9- y 13- hidroperdxidos, al tener un sistema dieno conjugado
favorecen el ataque del oxigeno en las posiciones mas extremas. Algunos de estos

compuestos tienden a ciclarse.

La autooxidacion puede inhibirse o retardarse por medio de la adiciéon de pequefias
cantidades de antioxidantes los cuales pueden interferir en las etapas de iniciacion y/o

propagacion.

2.8 Antioxidantes

Halliwell et al. (1995) definen como antioxidante a “cualquier sustancia que,
estando presente a bajas concentraciones en comparacion con el sustrato oxidable, retrasa o
previene significativamente la oxidacion de dicho sustrato”. La Food and Drug
Administration (FDA por sus siglas en inglés)(citado por Eskin y Przybylski, 2001) los
define como sustancias usadas para preservar un alimento, retardando el deterioro por
rancidez o decoloracion debida a la oxidacion. La mayoria de los antioxidantes estan
asociados principalmente con la inhibicion de la peroxidacién lipidica, aunque como ya se
menciond antes, existen otros sustratos que también pueden ser oxidados como las
proteinas, DNA, carbohidratos, etc. Existen diferentes tipos de antioxidantes, de acuerdo al

nivel de defensa en que participan (Eskin y Przybylski, 2001; Surai, 2003):

A) Primer nivel de defensa. Estos antioxidantes previenen o evitan la formacion o
produccién de radicales libres a nivel celular, constituyendo el primer nivel de
defensa de un organismo vivo. En este grupo estan las enzimas: superdxido
dismutasa (SOD) la cual contiene Mn 6 Cu/Se, la catalasa (CAT) la cual contiene

Fe y la glutatién peroxidasa (GSH-PXx) la cual contiene Se.

B) Segundo nivel de defensa. Estos antioxidantes pueden actuar a nivel de membrana

celular y en los alimentos de la siguiente manera:
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e Atrapando radicales libres

¢ Inactivando iones metélicos

e Removiendo EROS

e Interrumpiendo la cadena en la etapa de iniciacion

e Atrapando o secuestrando al oxigeno singulete

e Destruyendo perdxidos para prevenir la formacion de radicales

e Removiendo el oxigeno y/o la concentracion y presion de oxigeno en el

medio

Dentro de este grupo estan diversos compuestos que, dependiendo de su mecanismo
de accidn, se clasifican como primarios, secundarios o sinérgicos (Cuadro 5).

Los primarios actlan donando atomos de hidrégeno a los radicales libres de los
lipidos, terminando la reaccion hasta formar productos estables.

Los antioxidantes secundarios funcionan descomponiendo a los lipoperoxidos en
productos finales estables.

Los sinérgicos actuan principalmente como atrapadores de oxigeno (&cido
ascorbico, sulfitos) y queladores de metales (EDTA, acido citrico, fosfatos). Ellos operan
de diferente manera, regenerando a antioxidantes primarios donandoles atomos de
hidrogeno a los radicales fenolicos, o proveyendo un medio &cido mas estable para estos
antioxidantes. Los que estan en el grupo de miscelaneos son capaces de funcionar como
antioxidantes primarios y sinérgicos.

En el caso del huevo enriquecido con acidos grasos, existe un alto riesgo de
oxidacion lipidica por las razones antes mencionadas, lo que reduce notablemente la vida
de anaquel de estos productos. De hecho, en la Ciudad de México el huevo enriquecido con
AGn3 se retira del mercado a los 15 dias, mientras que el huevo estandar dura hasta un mes

en los supermercados (comunicacion personal).

En vista de ello, hoy existe un interés creciente en el uso de antioxidantes naturales,
que ademas de prolongar la vida de anaquel de los alimentos, sean también fuente de

compuestos nutraceuticos. Para considerar aceptable el uso de un antioxidante en los
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alimentos, este debe ser efectivo a bajas concentraciones, compatible con el sutrato, no
debe impartir sabor, olor o color desagradables, debe ser no toxico, y no debe afectar
negativamente las caracteristicas fisicas del alimento. La tendencia mundial es evitar el uso
de antioxidantes sintéticos en los alimentos, por posibles riesgos toxicologicos a largo plazo
(Eskin y Przybylski, 2001).

Cuadro 5. Antioxidantes que actian en un segundo nivel de defensa

Primarios Secundarios Sinérgicos
Acido tiopropionico Atrapadores de
Fenoles (TDPA) oxigeno
Hidroquinona Dilauril y Diestearil Sulfitos
Trihidroxibutirofenona Esteres de TDPA Acido ascdrbico
Acido
norhidroguairético
BHA
BHT Agentes quelantes
TBHQ Polifosfatos
Tocoferoles EDTA
Tocotrienoles Acido tartérico
Plastocromanoles Acido citrico
Acido fitico
Lecitina
Miscelaneos Miscelaneo
Etoxiquin Nitratos
Trolox-C Aminoacidos
Flavonoides Flavonoides
Extractos herbales Carotenoides
Extractos de especias Extractos de té
Carotenoides Zinc
Lignanos Selenio
Ascorbato Lignanos
Ascorbato

Fuente: Adaptado de Eskin y Przybylski (2001)
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2.9 Antioxidantes utilizados para aumentar la estabilidad oxidativa en huevos
enriquecidos con AGn3

La vitamina E es considerada el principal antioxidante natural presente en los
sistemas biologicos y juega un importante papel en la regulacion del metabolismo. El
término se refiere a dos grupos de compuestos con actividad antioxidante: a, B, v, y 8
tocoferoles y a, B, v, y & tocotrienoles. La forma bioldgica mas activa es el a-tocoferol y
esta forma, a diferencia de las otras, es depositada en los tejidos.

Su presencia en las membranas celulares determina en gran medida la estabilidad
ante los efectos dafiinos de las condiciones ambientales y protege las estructuras celulares
contra la peroxidacion lipidica. La incorporacion de vitamina E en la racién ha demostrado
ser (til no solo para incrementar la concentracion de vitamina E en la yema, sino también
para corregir la disminucion en la estabilidad oxidativa de huevos enriquecidos con AGn3,
y reducir o eliminar el sabor a pescado que el huevo llega a adquirir cuando la dieta se
suplementa con niveles altos de linaza o aceite de pescado (Ahn et al. 1995; Cherian et
al.1996; Galobart et al. 2001 a,b; Grobas et al. 2002,2005). Aungue se considera que la
vitamina E es un potente antioxidante, los resultados no siempre ha sido positivos, y
resultan todavia contradictorios.

Cherian et al. (1996) evaluaron el efecto que, la adicion de tocoferoles a dietas
suplementadas con aceite de menhaden, de linaza, de palma, de girasol, tenia sobre la
deposicion de tocoferol, acidos grasos, y valores de &cido tiobarbiturico (TBA) en
diferentes tejidos (huevo, higado, tejido adiposo, pierna y muslo). Los resultados mostraron
un incremento significativo en el contenido de tocoferol en los diferentes tejidos en el
siguiente orden de magnitud: yema de huevo > higado >tejido adiposo > pierna/muslo >
pechuga. La adicion de tocoferoles redujo significativamente los valores de TBA en huevo,
en higado solo en los tratamientos con aceite de menhaden y linaza, mientras que en
pierna/muslo y en pechuga los valores de TBA se redujeron en los tratamientos con aceite
de menhaden. La suplementacion con tocoferoles no influyé en forma alguna cuando las
dietas incluian aceite de palma.

Leeson et al. (1998) sefialan que la adicion de niveles altos (100 mg/kg) de

vitamina E en la dieta no favorecid la aceptabilidad de huevos procedentes de gallinas
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suplementadas con 10% de semilla de lino, y que por otra parte, un exceso de vitamina E en
la dieta puede resultar en una accion pro-oxidante.

Qi y Sim (1998) al usar tocoferol natural (0, 200, 400 y 800 mg/kg de dieta) en
dietas suplementadas con 15% de linaza y 0.5% de aceite de pescado, obtuvieron una
reduccion significativa en los valores de malonaldehido (MDA), de 41.32 a 18.57 nmol/g
de yema.

Surai et al. (2000) trabajaron en el desarrollo de un super huevo en el que, a través
de la dieta de las aves, incrementaron en forma simultanea las concentraciones habituales
de DHA vy de antioxidantes naturales presentes en el huevo como son la vitamina E,
luteina y selenio. Se alcanzd una concentracion de 209 mg de DHA, 19.3 mg de VE, 1.91
mg de luteina y 0.032 de Se. Los efectos benéficos de la combinacién de DHA con
antioxidantes en el huevo fueron: la vitamin E, la luteina y el Se protegieron al DHA de la
oxidacion durante la absorcion y metabolismo, evitando el desagradable olor a pescado. La
luteina interactu6 con la VE y los fosfolipidos, aumentando el potencial antioxidante de la
yema y mejorando la vida de anaquel del huevo. EIl selenio como parte natural del sistema
antioxidante glutation peroxidasa, protegio a la membrana intestinal contra la peroxidacion
lipidica durante la digestion y absorcion del DHA.

Teniendo en cuenta que los AGn3 son altamente susceptibles a la oxidacién, Grune
et al. (2001), realizaron un primer ensayo en el que investigaron el efecto sobre el
contenido de AGPI, colesterol, vitamina E en huevo al suplementar con vitamina E la dieta
de las gallinas con diferentes concentraciones de aceite de pescado (0, 0.7, 1.4, 2.8, y
5.6%). Suplementar la dieta con 2.8% y 5.6% de aceite de pescado incremento
considerablemente la cantidad de AGn3 en la yema. La dieta contenia solamente 11 Ul de
vitamina E/kg, pero esta concentracién resulto insuficiente para proteger a los AGPI de la
peroxidacion. Esto ocasiond un imbalace entre la vitamina E y los AGPI, originando la
formacion de productos de peroxidacion lipidica como el MDA. En un segundo ensayo, las
dietas fueron suplementadas con 1.5% de aceite de pescado y diferentes concentraciones de
vitamina E (0, 5, 10, 20, 40, 80, 160 1U/kg). El huevo se almacend durante varias semanas.

Los resultados mostraron la necesidad de suplementar la dieta con al menos 80 Ul de
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vitamina E/kg para prevenir la formacion de productos de la peroxidacion lipidica durante
el almacenamiento de huevos enriquecidos con AGn3.

Galobart et al. (2001c), condujeron un estudio con el objetivo de conocer el efecto
que sobre la composicion en acidos grasos y la oxidacion lipidica en huevo fresco y
deshidratado tenia, suplementar la dieta con dos diferentes aceites (aceite de linaza y aceite
de girasol) y dos diferentes dosis de alfa-tocoferol (0 y 5 mg/kg) y cantaxantina (Oy 5
mg/kg). La oxidacion lipidica fue medida en el huevo fresco y deshidratado a los 0, 6, y 12
meses de almacenamiento. Los resultados mostraron que cuando se suplementd con
vitamina E, la estabilidad oxidativa en el huevo enriquecido con AGn3 se incremento
significativamente, no ocurriendo lo mismo con la cantaxantina, la cual no previno la
oxidacion lipidica. No se detectd ningun efecto sinérgico entre los dos antioxidantes.

Con la finalidad de evaluar el efecto antioxidante del extracto comercial
Rosemary sobre huevos enriquecidos con AGn3, Galobart et al. (2001a), suplementaron la
dieta para gallinas con 500 o 1,000 mg/kg de dicho extracto y lo compararon con dietas
suplementadas con 200 mg/kg de a-tocoferol (a-TA). Los resultados mostraron un claro
efecto antioxidante del alfa tocoferol, sobre el huevo enriquecido con AGn3; en contraste,
la suplementacion de la dieta con el extracto de Rosemary no mostré efecto alguno sobre
los parametros de oxidacion lipidica evaluados.

Franchini et al. (2002) evaluaron el efecto de suplementar la dieta con dos diferentes
dosis de vitamina E y C, juntas y separadas, sobre el contenido de vitamina E en la yema,
estabilidad oxidativa del huevo fresco y almacenado durante 30, 60, y 90 d a 4°C y a
temperatura ambiente por 28 d; asi como sobre sus propiedades funcionales y sensoriales.
Las gallinas recibieron durante 8 semanas una dieta basal suplementada con 100 6 200 mg
de DL-a-tocoferol acetato/kg, 500 o 1,000 mg de &cido ascérbico/kg, o 100 mg de DL-o-
tocoferol acetato mas 500 mg de acido ascorbico. El grupo testigo no recibid
suplementacion. EIl contenido de vitamina E en la yema disminuy6 después de los 90 dias
de almacenamiento a 4°C y después de 28 dias a 25°C. El huevo refrigerado no se vio
afectado en ninguno de los tratamientos, pero cuando se almacend durante 4 semanas a

temperatura ambiente aumentaron las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS
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por sus siglas en inglés) en el grupo testigo y en el suplementado con las mas altas dosis de
vitaminas. El sabor del huevo no se vio afectado en ninguno de los casos.

Bernal Gomez et al. (2003) evaluaron la eficacia de antioxidantes naturales
provenientes del orégano y el romero en la proteccion contra el deterioro de la fraccion
lipidica de las yemas de huevos enriquecidos con AGn3. Las aves fueron alimentadas
durante 30 dias con una dieta suplementada con 0 y 5% de aceite de linaza. Las aves fueron
separadas en 8 grupos. En cuatro de ellos las dietas tenian 5% de aceite de linaza (testigo),
BHA+BHT (100+100 ppm), extracto de orégano (200 ppm), extracto de romero (200
ppm); las otras cuatro no tenian aceite de linaza, pero si los mismos antioxidantes. Los
resultados mostraron que tanto los antioxidantes sintéticos como los naturales ofrecieron
proteccién contra la oxidacion lipidica cuando las dietas fueron suplementadas con aceite
de linaza y también cuando se suministré sin linaza.

Botsoglou et al. (2005), evaluaron el efecto antioxidante de los estigmas rojos de la
planta saffron griego (Crocus sativus L.) en huevos refrigerados, asi como, en yemas
almacenadas en presencia de luz. Gallinas de 38 semanas de edad se distribuyeron en 4
grupos: dieta testigo, dieta enriquecida con 10 o 20 mg/kg de saffron (SAF10, SAF20), o
una dieta enriquecida con 200 mg/kg de a-tocoferol (VE200). Durante 6 semanas de
alimentacion, los huevos fueron recolectados y el grado de oxidacion lipidica fue
determinado en ellos. Los resultados mostraron que el grado de oxidacién lipidica, medida
a través de la formacion de malonaldehido (MDA), difirid entre tratamientos pero no
cambid con el tiempo de almacenamiento. Las yemas del grupo testigo tuvieron valores
mas altos de MDA que aquellas de los tratamientos con SAF10, y éstos a su vez, mostraron
valores mas altos que las yemas de los tratamientos con SAF20. EI grupo con VE200
mostré los valores mas bajos de MDA. Sus hallazgos sugieren que el saffron posee
actividad antioxidante.

Mohiti-Asli et al. (2008), investigaron el efecto que la vitamina E y el selenio
organico e inorganico tienen sobre la calidad fisica y estabilidad lipidica del huevo,
cuando estos son adicionados a la dieta. Las aves de 63 semanas de edad fueron divididas
en 6 grupos: cinco recibieron una dieta basal suplementada con 0.4 mg kg™ de selenito de

sodio o levadura con selenio, 200 mg kg™ de vitamina E o una combinacién de selenio y
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vitamina E; mientras que en el grupo testigo la dieta no fue suplementada. El estudio durd 7
semanas. Los huevos fueron almacenados bajo diferentes condiciones (4°C, 23-27°C o
31°C) por 14 d. Las variables productivas y calidad fisica del huevo no fueron afectadas
por la fuente de selenio o por la vitamina E. La concentracion de Se y vitamina E
aumentaron significativamente en el huevo. La calidad, estabilidad oxidativa y composicion
en acidos grasos del huevo fueron superiores en los grupos que recibieron dietas
suplementadas.

Bou et al. (2009) realizaron una revision sobre algunas de las estrategias que se han
empleado para mejorar la estabilidad oxidativa y las caracteristicas sensoriales del huevo
enriquecido con acidos grasos de cadena larga. Sefiala el uso de vitaminas como el alfa-
tocoferol y el acido ascorbico, minerales como el selenio y el zinc; asi como algunos
ingredientes naturales como el oregano, Rosemary, safron y la suplementacion de las
dietas con isoflavonas y carotenoides como el licopeno y la cantaxantina.

Hayat et al. (2010), condujeron un estudio cuyo objetivo fue investigar el efecto
que, sobre el perfil de acidos grasos, estabilidad oxidativa, y concentracién de vitamina E
en huevos enriquecidos con AGn3 tiene suplementar la dieta con vitamina E y BHT. Las
gallinas fueron alimentadas con: dietas maiz-soya (testigo) y con 100 g/kg of semilla de
linaza y dos tipos de antioxidantes, a-tocoferol y BHT at 0, 50, 100, o 150 mg/kg. Los
huevos fueron almacenados durante 20, 40, y 60 dias a 4°C. En el huevo de las gallinas
alimentadas con linaza aumento el contenido de los acidos grasos a-linolénico (18:3n-3),
eicosapentaenoico (20:5 n3), y docosahexaenoico (22:6n3); pero decrecid la concentracion
del araquidénico (20:4 n6) y la relacion n6:n3 en comparacion con el testigo. Con
excepcion del tratamiento linaza+100 mg de BHT, la adicion de antioxidantes ocasion6 una
reduccion en el contenido de &cido palmitico en el huevo fresco. Durante los primeros 20
dias de almacenamiento, se observo una reduccidn superior a 17% en el total de AGn3 en el
huevo de los tratamientos con linaza+50 mg de BHT. Suministrar linaza llevd a un
incremento en las sustancias reactivas al TBA en el huevo, el a-tocoferol fue mejor que el
BHT para prevenir la oxidacion lipidica al dia 0 de almacenamiemto. Sin embargo, ninguno
de ellos mostrd un efecto significativo sobre las TBARS a los 60 dias de almacenamiento.

El estudio mostro que el nivel y tipo de antioxidante, asi como, la duracion en el tiempo de
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almacenaje afecta significativamente el perfil de &cidos grasos, concentracion de vitamina
E y la estabilidad oxidativa en el huevo.

Aun asi, existen otros ingredientes y compuestos que también pueden ser una
alternativa interesante, ya que ademas de la proteccidn antioxidante que proporcionan a los
AGPI, pueden brindar beneficios adicionales al producto y al consumidor (ej. una mejor
coloracion de la yema, compuestos nutraceuticos, etc). Este podria ser el caso de las algas

marinas y el acido linoleico conjugado.
2.10 Algas marinas

Las algas marinas constituyen el 71 % de la superficie de nuestro planeta.
Conforman un grupo muy heterogéneo de plantas que por su tamafio se les divide en
microalgas y macroalgas (El Gamal, 2010).

Las microalgas se encuentran tanto en la zona litoral como en la béntica, asi como,
en las aguas oceanicas en la forma de fitoplancton (diatomeas, dinoflagelados, etc). Las
macroalgas ocupan la zona litoral y de acuerdo a sus pigmentos se les divide en tres

grandes grupos (Chapman y Chapman, 1980):

v Clorofitas o algas verdes (Ej. Ulva)
v’ Feofitas o algas pardas. Ej. Macrocystis, Sargassum, etc.

v Rodofitas o algas rojas: Ej. Porphyra columbina y Gigartina chamissoio

Las macroalgas se caracterizan por tener un bajo contenido caldrico (1-3 kcal/g) y
de lipidos (0.9-5.2%), un alto contenido de material inorganico (8-44%), un contenido de
proteina que se ubica en un intervalo entre 5-38%. Son fuente importante de polisacaridos
complejos (alginatos, agar, laminarina, fucoidina, galactanos, carragenina), con un
contenido aproximado de 29-75% de fibra dietaria (Carrillo et al. 2002; Yuan, 2008).

Las algas marinas, por ser organismos fotosintéticos, estan expuestas a la luz solar y
a altas concentraciones de oxigeno, lo que da lugar a la formacion de radicales libres y
otros agentes oxidantes. Sin embargo, la ausencia de dafios en los AGPI (importantes

componentes estructurales de los tilacoides, especialmente vulnerables a la fotooxidacion)
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de las algas demuestra que las células de estos organismos marinos tienen mecanismos y
compuestos que previenen y los protegen de la oxidacion (Ramarathanam et al., 1995;
Matsukawa et al. 1997; Freile, 2001; Allen et al. 2001; Yuan, 2008; El Gamal, 2010). Estos
compuestos antioxidantes presentes en las algas marinas son de naturaleza muy variada y se

les separa de la siguiente manera:

Antioxidantes hidrosolubles

Polifenoles. En este grupo se incluye no solo a los flavonoides, sino también a
lignanos, ligninas, tocoferoles, taninos, florotaninos y acidos fendlicos (Nakamura et al.
1996; Yuan, 2008; EI Gamal, 2010). EI mecanismo a través del cual estos compuestos
actlan como antioxidantes, es secuestrando a las EROS, atrapando al oxigeno reactivo y
quelando iones metalicos como el Fe?* Cu®*, Zn®** (Yuan, 2008). Otro mecanismo
propuesto para los &cidos fenolicos es que, el radical peroxilo extrae un H' del antioxidante
para generar el radical aroxilo (del acido fendlico) y el hidroperdxido. Un segundo
mecanismo seria que los radicales peroxilo y aroxilo reaccionan entre si para formar un
compuesto que ya no es un radical (Cuppett et al. 1997).

Las feoficeas poseen las mas altas concentraciones de estos compuestos (5-15% de
peso seco) en comparacion con las rodoficeas y cloroficeas (Ragan y Craig, 1973;
Matanjun et al. 2008).

7

Vitamina C ¢ acido ascobico. Esta tiene la propiedad de formar un radical libre

intermediario en la oxidacion formandose el acido dehidroascorbico. ElI proceso de
oxidacion es reversible y se realiza a través de un mecanismo que implica la formacion del
radical anion (A~) como intermediario. Este tiene un electron sin aparear distribuido por
todo el sistema conjugado tricarbonilo. EIl radical anion es muy estable y no reactivo y se
reestructura principalmente por autorreaccion, terminando la reaccion en cadena de
radicales libres.

En los sistemas bioldgicos sensibles a las reacciones con los radicales libres, las
vitaminas E y C actuan sinérgicamente. La vitamina E, que es lipofilica, se considera como
el antioxidante primario, especialmente en la peroxidacién de los lipidos en las membranas

celulares. La vitamina C reacciona con el radical vitamina E para regenerarla y el radical
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acido ascorbico resultante puede a su vez ser reducido nuevamente a vitamina C por el
NADH (Wong, 1989).

La concentracion de la vitamina C en las cloroficeas y feoficeas esta entre 500-3000
mg/kg de materia seca, mientras que las rodoficeas tienen, entre 100 y 800 mg/kg (Qasim y
Barkati, 1985). Sin embargo, es importante mencionar que cuando las algas se exponen al
aire y al sol para su secado, hay una gran pérdida de esta vitamina, en virtud de su alta

sensibilidad a agentes externos, como la luz y altas temperaturas (Freile, 2001;Yuan, 2008).

Antioxidantes liposolubles
Tocoferol o vitamina E. Las feoficeas presentan las concentraciones més altas de

esta vitamina en comparacion con las rodoficeas y cloroficeas. Algas de los géneros
Ascophylum y Fucus presentan concentraciones de 200-600 mg de vitamina E/kg de
materia seca (Solibami y Kamat, 1985). Otros autores (Nakamura et al. 1994; Jiménez-
Escrig y Goiii, 1999), informan un contenido de 2.3-41.2 mg/100g, frente a valores mas
bajos en algas verdes y rojas (0.8 mg/100g en peso seco). En las feoficeas, predomina la
forma activa de a-tocoferol, mientras que en las algas de los otros grupos predominan la o y
d -tocoferol (Yuan, 2008).

Carotenoides. Como los tocoferoles, los carotenos, principalmente el B-caroteno es
efectivo para amortiguar al O, retornandolo al estado triplete relativamente sin reactividad.
La eficiencia de este efecto se incrementa cuando en la estructura del caroteno hay nueve o
méas dobles enlaces. EI mecanismo se basa en la deslocalizacion de los electrones no
pareados de las especies peroxilo y radicales libres sobre el sistema conjugado poliene del
carotenoide (Cuppett et al. 1997).

En las rodoficeas predominan o y B carotenos, asi como sus derivados, luteina y
zeaxantina. En las cloroficeas, los principales carotenoides son el  caroteno, luteina,
violaxantina, zeaxantina, anteroxantina y neoxantina. Las algas pardas son particularmente
ricas en carotenoides, tienen un alto contenido de fucoxantina, p-carotenos y violaxantina.
En algas del género Sargassum se ha informado una concentracion de 97 Ul/g peso himedo
(Yan et al. 1999; Yuan, 2008).
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Clorofila y sus derivados. La clorofila a y sus derivados (feofitinas) presentes en la

fraccion de los lipidos neutros, son capaces de actuar con los radicales perdxido. La
feofitina a y la pirofeofitina a han sido identificados como responsables de la actividad
antioxidante del alga verde Enteromopha y del alga parda Eisenia byciclis,
respectivamente. Estos compuestos muestran un efecto sinérgico con la vitamina E (Freile,
2001).

Fosfolipidos. El fosfatidil inositol ha sido aisaldo de la fraccion fosfolipidica de las
especies Fucus spp. y Ascophyllum nodosum. Otros fosfolipidos como la fosfatidil
etanolamina, colina y serina aislados de Eisenia byciclis presentaron un efecto antioxidante
sinérgico con la vitamina E (Freile, 2001).

El empleo de las algas marinas en la alimentacion aviar ha sido ya documentado, y
en ellos se ha recomendado el uso de las macroalgas en niveles inferiores al 10% ya que
por su elevado contenido en sales, niveles superiores producen heces muy liquidas
(Jensen,1971; Rojkind, 1977; Carrillo et al. 1990, 1992, 2008). Sin embargo, su efecto
antioxidante sobre huevos enriquecidos con AGn3 no ha sido estudiado a la fecha.

En México existen alrededor de 1600 especies de macroalgas marinas

(http://www.conabio.gob.mx/institucion/estudio_pais/CAP3.PDF). Las algas del género

Sargassum, conocidas comUnmente como Sargazo, son de particular interés, ya que en
México se les encuentra formando grandes mantos en aguas tropicales y subtropicales.
Estas algas pertenecen a la Division Phaeophyta, Clase Phaeophyceae, Orden Fucales, y
cuenta con cerca de 400 especies. Tienen un aspecto frondoso, presentan una estructura de
fijacion llamado rizoide, del cual sale un eje llamado cauloide, de este se desarrollan
ramificaciones secundarias, de las que a su vez se desprenden laminas en forma de hojas
(filoides), asi como numerosas vesiculas de aire llamadas aerocistos. Sus dimensiones
pueden variar de 15 cm a 22 m (Figura 11). En el Golfo de California se ha estimado un
potencial de 180 000 toneladas cosechables de las algas Sargassum. A la fecha este recurso
no se explota comercialmente, aunque se cuenta ya con la tecnologia necesaria para su

cosecha, secado y molienda (Casas, 2009).
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Figura 11. Algas del género Sargassum

2.11 Acido linoléico conjugado (CLA)

En la mayor parte de las ocasiones, los AGPI de los tejidos animales tienen
distribuidos los dobles enlaces guardando una distancia de 3 carbonos entre dos dobles
enlaces, existiendo un carbono intermedio que no participa en ningun doble enlace (ej. El
acido linoléico c9, c12 C18:2). No obstante, en circunstancias excepcionales, asociado a
procesos de hidrogenacion de los acidos grasos, estos dobles enlaces se pueden situar a una
distancia de tan solo dos carbonos, de modo que habra cuatro carbonos consecutivos que
participen en dobles enlaces. A este tipo de enlaces se les denomina conjugados (de manera
natural se presentan en los rumiantes). El acido linoléico conjugado (CLA) esta constituido
por una mezcla compleja de isomeros del C18:2 con dobles enlaces conjugados en posicién
8-10, 9-11, 10-12 y 11-13, con todas las combinaciones posibles de enlaces tipo cis y trans
8 (Aydin, 2005; Hur et al. 2007). En los productos comerciales son los isomeros cis9, trans
11 y el trans 10, cis 12 los que predominan (Figura 12).

En los tejidos animales el CLA se distribuye en los fosfolipidos, principalmente en
la fosfatidiletanolamina, por lo que estaria participando en la determinacion de las
propiedades quimicas y biologicas de las membranas celulares (fluidez, permeabilidad,
transmision de sefiales, etc.). En humanos se ha observado la presencia de CLA, ya sea en
leche o plasma sanguineo. En la leche, el isbmero mas frecuente es el 9¢c-11t, cuyos niveles
fluctdan en 0.15%-0.22%, mientras que 7t-9c se encuentra en niveles de 0.03% de los
lipidos totales. En el suero sanguineo humano el 9c-11t llega a constituir hasta el 0.4-0.5%
del total de lipidos circulantes. Esta concentracion depende de la alimentacién. La carne de
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rumiantes es la que tiene una mayor concentracion, mientras que la de cerdo tiene bajos
niveles. En el caso de aves, dado que su alimentacion es principalmente de origen vegetal,
los niveles de CLA en la carne o huevo son muy bajos (Aydin, 2005; Chow, 2008).

Recientemente se ha despertado un creciente interés por el CLA, ya que a partir de
su purificacion y sintesis se demostré su eficacia en la supresién de distintos tumores
(estbmago, préstata, colon y mama) en distintos modelos animales, a concentraciones en la
dieta tan bajas como 0.05%. De acuerdo con Sanhueza et al. (2002) fue el grupo de Pariza 'y
Ha (1990) quienes publicaron por primera vez sobre los efectos benéficos al consumir
CLA. A partir de ahi se incrementd la informacion sobre estos. En la actualidad se
considera que el CLA es un regulador metabdlico que tiene los siguientes efectos (Aydin,
2005; Hur et al. 2007; Chow, 2008):

a) Hipocolesterolémicos, disminuye los niveles plasmaticos de colesterol con una
respuesta similar a la que se obtiene con los AGn3, e hipotrigliceridémica. Por lo
que se le atribuye un efecto antiaterogénico.

b) En el sistema inmune ejerce una estimulacion en la sintesis de IgA, 1gG, IgM y en la
disminucion significativa de los niveles de IgE. Esto ha traido como consecuencia
que se considere como potencialmente efectivo en la prevencion o tratamiento de
alergias alimentarias. Las acciones sobre el sistema inmune atribuidas al CLA
guardan estrecha relacion con su efecto en la prevencion del desarrollo de ciertos
canceres.

c) Anticancerigeno. Su accion sobre el cancer mamario parece ser el mas significativo.
El CLA es maés eficiente en la prevencion de este tipo de cancer que el acido oleico,
linoleico y que los AGn3, EPA y DHA (lp, 1997).

d) Reduccidn en el peso corporal. La administracién de una dieta que contiene 5% de
aceite de maiz suplementada con un 0.5% de CLA a ratas desde las seis semanas de
edad, produce a las cuatro semanas de administracion de la dieta, una reduccion del
60% del contenido de grasa del tejido adiposo (Rahman et al. 2001). Estudios
realizados con personas con sobrepeso u obesas, han mostrado que la ingesta diaria
de 3.4 g de CLA produce una disminucion de la masa grasa total sin afectar otros

parametros metabdlicos, como el recuento eritrocitario y la cantidad de masa magra.
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Se ha sugerido que el acido graso afecta la interconversién metabdlica de los AG
generando una activacion de la lipolisis, probablemente por una activacion de la
beta oxidacion mitocondrial y una disminucion de los niveles de leptina. Ademas
podria estar involucrado en la estimulacion de la actividad de la carnitina palmitoil-
transferasa. Aunado a estas acciones, se ha considerado la inhibicion de la actividad
de la lipoproteina lipasa dependiente de heparina, disminuyendo la
biodisponibilidad de los AG hacia los tejidos extra hepaticos.

e) Antioxidante. Algunos autores sefialan que es mas potente que el a-tocoferol y
aun mas efectivo que el butil hidroxitolueno (BHT)(Ha et al. citado por Ahn et al.
1999; Hur et al. 2007). La informacién publicada en relacion a este efecto no es
contundente; sin embargo, en modelos in vivo el CLA produce una disminucién
significativa en los niveles de perdxidos y de sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico. Estudios in vitro han demostrado que el CLA posee una efectiva
capacidad para atrapar radicales libres por lo que se considera un potente
antioxidante (Banni et al. 1998).

En los ultimos afios se han realizado algunos trabajos con el objetivo de enriquecer
el huevo con CLA. Chamruspollert y Sell (1999) mostraron que huevos producidos por
gallinas alimentadas con 5% de CLA contienen aproximadamente 310 a 365 mg de
CLA/huevo, aunque caracteristicas fisicas como el color de la yema y el sabor fueron
afectados en forma negativa.

Aii et al. (1999) informan que cuando a las gallinas se les dio una dieta
convencional (99%) con 1% de CLA, la concentracion de CLA en suero y en la yema
aumento significativamente.

Con la finalidad de saber como el CLA influye sobre la composicion de los AGPI
en el huevo, Du et al. (2000) realizaron un ensayo en el que suministraron a las gallinas,
dietas con un alto contenido de &cido linoleico (LA) o linolénico (ALA), usando en la
formulacién aceite de soya y de linaza. Observaron un incremento signficativo en la

concentracion de DHA cuando se suplement6 en forma conjunta aceite de linaza+CLA.
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Jones et al. (2000) obtuvieron una concentracion de aproximadamente 3 mg de
CLA/g de grasa al suministrar a las aves una dieta con 1% de CLA.

El efecto sobre algunas caracteristicas de calidad del huevo enriquecido con CLA,
han sido evaluadas por Ahn et al. (1999), incorporando 2.5% y 5% del mismo en la dieta de
las gallinas y encontraron que suplementar la dieta con 5% de CLA afecta negativamente
la textura de la yema.

Shang et al. (2004), proporcionaron a las aves dietas con 0, 1, 2, 3, 4, 5 0 6% de
CLA y observaron que conforme aumentaba el nivel de inclusién de CLA, el peso de la
yema y del albumen disminuyeron. La firmeza de la yema aumentd en el huevo cocido y en
el huevo almacenado por 28 dias a 4°C; mientras que el contenido de agua en la yema 'y el
pH aumentaron.

Con el objetivo de enriquecer el huevo con CLA, Suksombat et al. (2006) realizaron
un estudio en el que suplementaron la dieta de las gallinas con 0, 1, 2, 3y 4% de CLA. Y
encontraron que con 4% de CLA el peso del huevo, de la yema y del albumen se reducia
significativamente. El color de la yema, el total de AGM y de AGPI disminuyeron
conforme aumentd el nivel de inclusion del CLA. EI grosor del cascarén y las Unidades
Haugh no se vieron afectadas.

Al parecer, los efectos negativos observados cuando se suplementa con solo el
CLA, pueden ser prevenidos con la adicion de pequefias concentraciones de otro aceite en
la dieta (Azain, 2003).

Alvarez et al. (2004), realizaron un estudio en el que suministraron a gallinas
ponedoras dietas suplementadas con CLA (1,3 y 5 g/kg) y aceite de pescado (0%, 1% y
2%), con el objetivo de obtener huevos con doble valor agregado (un alto contenido de
AGn3 y CLA), después de un periodo de suplementacion de 28 dias. EI consumo de
alimento, produccién de huevo, peso de huevo, grosor de cascaron y color de yema no se
vieron afectados en ningun tratamiento. La suplementacion con CLA ocasion0 un
incremento en el peso, firmeza, humedad y pH de la yema; asi como, en la concentracion
de AGS y de los n3. Los AGM y los n6 disminuyeron. Ni el nivel de inclusion de aceite de

pescado (AP) en la dieta, ni la interaccion CLA x AP afectaron significativamente estas
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variables. Por otra parte, la inclusion de AP+CLA tuvo un efecto lineal negativo sobre la
concentracion total de AGS y CLA.

Cherian et al. (2007) condujeron un ensayo, con el fin de investigar el efecto que
tiene suplementar la dieta para gallinas con CLA (0.25%) y diferentes tipos de grasa
(2.50% y 2.75% de grasa amarilla y/o 0.25% de aceite de pescado), sobre el contenido de
CLA, AGn3 y vitamina E en el huevo, cuando éste es almacenado durante 60 dias a 4°C.
Los resultados mostraron una reduccion significativa en el contenido de vitamina E, a los
40 y 60 dias, en todos los tratamientos, principalmente en aquellos que incluian CLA y/o
AP. Por otra parte, el contenido de lipidos totales, CLA y AGn3 en el huevo disminuyeron
significativamente en los tratamientos con CLA y/o AP. La estabilidad oxidativa de los
lipidos en el huevo, fue afectada significativamente, tanto por la dieta como por el tiempo
de almacenaje. A los 40 dias hubo una mayor oxidacion lipidica en todos los tratamientos;
sin embargo, a los 60 dias, el tratamiento que tenia grasa amarilla+CLA mostré una mayor
oxidacion lipidica (medida en mg de MDA/g de yema).
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IV. Objetivo General

Determinar si la vitamina E, las algas marinas Sargassum spp Y el acido linoleico

conjugado (CLA) incrementan la estabilidad oxidativa en el huevo para plato, cuando éste

ha sido enriquecido con &cidos grasos omega 3 (AGn3), a través del aceite de sardina.

Objetivos particulares

1)

2)

3)

4)

Aumentar la concentracion de AGn3 en el huevo para plato, suplementando la dieta
para gallinas ponedoras con aceite de sardina, sin afectar en forma alguna las
variables productivas de las aves, color de la yema, y las caracteristicas sensoriales
del huevo; asi como, determinar si la oxidacion lipidica en este huevo enriquecido
con AGn3 aumenta al conservar el huevo durante varios dias a temperatura
ambiente.

Determinar el efecto que sobre las variables productivas de las aves, color de la
yema, composicion en acidos grasos y caracteristicas sensoriales del huevo tiene
suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina junto con
vitamina E y si esta combinacién reduce la oxidacion lipidica en el huevo
enriquecido con AGn3, cuando éste es conservado durante varios dias a temperatura
ambiente.

Determinar el efecto que sobre las variables productivas de las aves, color de la
yema, composicion en acidos grasos y caracteristicas sensoriales del huevo tiene
suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina junto con algas
marinas Sargassum spp Yy si esta combinacion reduce la oxidacion lipidica en el
huevo enriquecido con AGn3, cuando éste es conservado durante varios dias a
temperatura ambiente.

Determinar el efecto que sobre las variables productivas de las aves, color de la
yema, composicion en acidos grasos y caracteristicas sensoriales del huevo tiene
suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina junto con CLA,
y si esta combinacién reduce la oxidacion lipidica en el huevo enriquecido con

AGnN3, cuando éste es conservado durante varios dias a temperatura ambiente.
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V. Hipdtesis

1)

2)

3)

4)

Al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina, la
concentracion de AGn3 en el huevo para plato aumenta, afectando las variables
productivas de las aves, el color de la yema, las caracteristicas sensoriales del huevo
ocasionando un aumento en la oxidacién lipidica del huevo al conservarlo durante
varios dias a temperatura ambiente.

Al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina junto con
vitamina E, las variables productivas de las aves, color de la yema y las
caracteristicas sensoriales del huevo no se ven afectadas en forma alguna; la
concentracion de AGn3 en el huevo se incrementa y la oxidacion lipidica en el
mismo se ve reducida cuando este sea conservado durante varios dias a temperatura
ambiente.

Al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina junto con
algas marinas Sargassum, las variables productivas de las aves, color de la yema y
las caracteristicas sensoriales del huevo no se ven afectadas en forma alguna; la
concentracion de AGn3 en el huevo se incrementa, y la oxidacién lipidica en el
mismo se ve reducida cuando éste es conservado durante varios dias a temperatura
ambiente.

Al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina junto con
CLA, las variables productivas de las aves, color de la yema y las caracteristicas
sensoriales del huevo no se ven afectadas en forma alguna; la concentracion de
AGnN3 en el huevo se incrementa y la oxidacion lipidica en el mismo se ve reducida

cuando éste es conservado durante varios dias a temperatura ambiente.

NOTA EXPLICATIVA

Cada una de las hipotesis serd respondida en uno de cuatro articulos siguientes de la

seccion VI, en cada uno se presentan los materiales y métodos, resultados y discusion

correspondientes.

Los articulos que aparecen en la seccion VII ya fueron publicados y corresponden a

ensayos realizados en una primera etapa.
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6.1 Composicién en acidos grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad
oxidativa del huevo al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite

de sardina
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Composicion en acidos grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad oxidativa del
huevo al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina

Resumen

Con el objetivo de determinar si la composicidn en acidos grasos, caracteristicas sensoriales
y la estabilidad oxidativa del huevo se ve afectada al suplementar la dieta para gallinas
ponedoras con aceite de sardina, se condujo un ensayo en el que se utilizaron 60 gallinas
Bovans White de 75 semanas de edad, con 5 réplicas de 12 aves cada una, constituyendo
cada réplica la unidad experimental. A cada grupo de gallinas le fue asignada
aleatoriamente una dieta sin aceite de sardina (AS) u otra con 2.5% de AS. El ensayo tuvo
una duracion de 4 semanas, con una semana previa de acostumbramiento. Agua y alimento
fueron suministrados ad libitum. Al final del periodo experimental se midieron las variables
productivas y la calidad fisica del huevo. Se evalu6 sensorialmente el sabor del huevo. La
concentracion de acidos grasos (AG) en el huevo y el grado de oxidacion de los mismos se
midié a los 0, 30 y 60 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (20 C). Los
resultados mostraron una reduccion en la produccion (84 vs 77%) y masa del huevo (57 vs
529) al suplementar la dieta con 2.5%AS (P < 0.05), y un incremento en la coloracion de la
yema (P < 0.05) (9 vs 10 abanico Roche). El sabor del huevo no se vio afectado (P>0.05).
La concentracion de los &cidos grasos n3 (AGn3) en el huevo, principalmente del
eicosapentaenoico (EPA) y del docosahexaenoico (DHA), aumentd significativamente al
suplementar la dieta con AS (1.6 vs 4.3 % del total de acidos grasos) mientras que la
relacién n6:n3 se redujo significativamente (11.4 vs 2.4) (P < 0.05); estos valores se
mantuvieron constantes durante los 60 dias de almacenamiento (P < 0.05). EIl grado de
oxidacion (nmol de malonaldehido/mL de muestra) en el huevo aumenté (P < 0.05) con la
adicion de AS en la dieta (1.21 vs 1.61) y con el tiempo de almacenamiento (1.21, 1.59 en
el grupo testigo; 1.61, 1.93 en el tratamiento con AS, a los 0 y 30 d de almacenamiento,
respectivamente). A los 60 d de almacenamiento la concentracién de MDA se redujo
significativamente en ambos tratamientos (P < 0.05). Se concluye que el aceite de sardina
es una alternativa para enriquecer el huevo con acidos grasos omega 3 y reducir la relacion
n6:n3 en el mismo, logrdndose mantener esta situacion aun hasta por 60 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente (20°C). Es posible que los antioxidantes propios
del ave, presentes en el huevo contribuyan a proteger a estos AG por la importancia
fisiolOgica que estos tienen para el ave, y que los compuestos oxidados detectados desde el
primer dia de almacenamiento en ambos tratamientos hayan sido otros. Aun asi, se sugiere
adicionar antioxidante tanto al aceite como a las dietas para reducir el riesgo de oxidacion
tanto lipidica como de otros compuestos en el huevo.

Palabras clave: aceite de sardina, acidos grasos omega 3, estabilidad oxidativa, gallinas,

huevo
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Introduccion

Los resultados de varios estudios epidemiologicos en humanos y animales
demuestran que los é&cidos grasos omega 3 (AGn3), principalmente los 4cidos
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), no solo son esenciales para el
desarrollo del cerebro y la retina, también son de gran utilidad en la prevencién y control
de las enfermedades cardiovasculares, ciertos tipos de cancer y diabetes tipo 2; fortalecen
el sistema inmunoldgico, aumentan el coeficiente intelectual en infantes y tienen un efecto
positivo en nifios con problemas de déficit de atencion (Burgess et al. 2000; Stak, 2000;
Goodfellow, 2000; Kris-Etherton et al. 2002; Helland et al. 2003; Chow, 2008;
Simopoulos, 2008).

El EPA y DHA se encuentran principalmente en los productos marinos (peces,
crustaceos, etc.) pero en Mexico, al igual que en otros paises, el consumo de los productos
marinos es muy bajo (10.4 kg per capita anual)(CONAPESCA,2010); mientras que el de
los productos avicolas, como el huevo, es elevado (22.8 kg per capita anual) (UNA, 2012).

El huevo es uno de los alimentos de mayor consumo por su excelente valor
nutritivo, por su precio que lo hace asequible a toda la poblacién, por su versatilidad para
ser preparado en muy diferentes formas, y es un importante ingrediente en la industria de
los alimentos. Por ésta, y muchas otras razones mas, el huevo es empleado actualmente
como un vehiculo para hacer llegar a los consumidores nutrimentos tan importantes para la
salud como son los AGn3.

Por tal motivo, y con la finalidad de producir huevos con un alto contenido de EPA
y DHA, los aceites marinos (principalmente de menhaden, atin y sardina) han sido
frecuentemente empleados en la alimentacion de las aves, ya que poseen altas
concentraciones de estos acidos grasos (Hargis y Van Elswyk, 1993; Garcia y Albala, 1998;
Gonzélez-Esquerra y Leeson, 2001; Surai y Sparks, 2001; Castillo-Badillo et al. 2005;
Carrillo et al. 2005; Yalcyn et al. 2007; Yannakopoulos, 2007; Cornejo et al. 2008; Kralik
et al. 2008). Sin embargo, esta misma caracteristica hace a los aceites de pescado altamente
susceptibles a la oxidacion lipidica, una de las principales vias de deterioro de los alimentos
que, por lo general, deriva en una pérdida de la calidad comercial, organoléptica y sanitaria
del alimento (Bailey, 1984; Eskin y Robinson, 2001).
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Diversos estudios (Hargis y Van Elswyk, 1993; Maurice, 1994; Cloughleyet et
al.1997; Gonzélez-Esquerra y Leeson, 2001; Surai y Spark, 2001) sefialan la conveniencia
de emplear niveles inferiores al 1.5% de aceite de pescado en la dieta de las aves, y otros
como Cherian (2007) mencionan como limite un 3% a fin de no afectar negativamente el
sabor del huevo ni otras caracteristicas como la produccion y peso del mismo y reducir en
lo posible el riesgo de una oxidacion lipidica.

Por otra parte, la informacion referente a los efectos que tiene el tiempo de
almacenamiento sobre la concentracion de los AGn3 en el huevo, principalmente cuando se
han empleado ingredientes en la dieta para incrementar dicha concentracion, es muy escasa
y algunas veces contradictoria (Van Elswyk et al. 2002; Oku et al. 1996; Yannakopoulos,
2007).

Por tanto, el objetivo de este estudio fue determinar si la composicion en acidos
grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad oxidativa del huevo se ve afectada al
suplementar la dieta para gallinas ponedoras con 2.5% de aceite de sardina y al mantener el

huevo almacenado por un periodo de 60 dias a temperatura ambiente.

Materiales y Métodos
Obtencién del aceite de pescado

El aceite de sardina (AS) empleado en el estudio se obtuvo en una planta
procesadora de harinas de pescado en Guaymas, Sonora, México. Estaba estabilizado con
200 ppm de butilhidroxitolueno (BHT), pero no estaba deodorizado, refinado ni

blanqueado. Se mantuvo en refrigeracion y en oscuridad hasta el momento de ser utilizado.

Formulacion y preparacion de las dietas

La dieta base se formuld con el programa Nutrion Windows ™ (Versién 5.0 Pro),
cubriendo las necesidades nutrimentales establecidas por el National Research Council
(NRC 1994) para gallinas ponedoras, con 15% de proteina cruda y 2785 kcal de energia
metabolizable. Fue elaborada con base sorgo-soya y sin antioxidante. Esta dieta fungid
como testigo (T1), mientras que la dieta experimental (T2) fue suplementada con 2.5% de

aceite de sardina (AS), en sustitucion del aceite de soya (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Composicion porcentual de la dieta base

Ingrediente kg
Sorgo grano 61.8
Pasta de soya 20.4
Carbonato de calcio 12.4
Aceite de soya 2.50
Ortofosfato 1820* 1.55
Sal (NaCl) 0.45
L-Lisina HCL 0.35
Avelut polvo 15 2 0.10
Toxisorb 0.10
Alimet 88% 0.08
Avired 0.08
Premezcla mineral * 0.05
Cloruro de colina 60 0.05
Premezcla vitaminica ° 0.05
Bacitracina 0.03
L-treonina 0.03
Antioxidante 0.00
Total 100.02
Aporte calculado

Energia Metabolizable (Mcal/kg) 2.75
Proteina cruda % 15.32
Metionina % 0.33
Met + Cis % 0.58
Lisina % 1.02
Treonina 0.63
Calcio total % 4.85
Fasforo disponible % 0.41
Sodio % 0.18
Cloro % 0.40
Colina mg/kg 1260.69
' Fosfato monobasico P 21% min, Ca 18% min, F 0.21% max, humedad 5% max.

2 Fuente natural de xantéfilas amarillas (Flor de cempasuchitl) 15 g/kg

3 Pigmento vegetal rojo: Lucantin Red como fuente de cantaxantina, 5 g carotenoides total /kg
:Minerales (mg/kg dieta): Mn 120; Zn 100; Fe 120; Cu 12; | 0.7; Se 0.4; Co 0.2; excipiente, c.b.p. 1 000

Vitaminas (por kg): A, 10 000 000 1U; D5, 3 000 000 1U; E, 20 000 1U; K3, 2.500 g; Tiamina, 2.500 g;
Riboflavina, 5 g; Niacina, 35 g; Acido pantotenico, 10 g; Piridoxina, 4 g; Acido folico, 1 g; Cianocobalamina, 10
mg; Biotina, 200 mg; excipiente cbp 1 000.
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Las dietas se prepararon cada semana, primero en una mezcladora de gusano sinfin
con capacidad para 120 kg/5 minutos, y posteriormente en una mezcladora de liston

(Howes Co Inc model 152 M) por 3 minutos a 75 rpm.

Analisis de la composicion de &cidos grasos en los aceites y dietas

En el caso de las dietas y de los aceites, previo al anlisis de acidos grasos, se hizo
una extraccion de lipidos con cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, método 923.07). El
extracto lipidico de las dietas y de los aceites, fue metilado con trifluoruro de boro al 20%
en una solucién metandlica al 2% (AOAC 2000, método 969.33). Las muestras se
inyectaron en un cromatografo de gases Varian, modelo 3380 CX equipado con un
automuestreador CP8400, detector de ionizacion de flama y columna DB23 de 30 m con un
d.i. de 0.25mm. Se utiliz6 al nitrégeno como gas acarreador a un flujo de 30 mL/min. Las
temperaturas utilizadas fueron: columna 230°C, inyector 150°C, detector 300°C. Para
calcular la concentracion de acidos grasos se utiliz6 como patron de referencia una mezcla
de estandares de acidos grasos con concentraciones conocidas (Supelco™ 37 FAME Mix
SIGMA). El &cido miristoleico fue utilizado como estandar interno. La integracion de los
resultados se hizo mediante el programa Star Chromatography Workstation vs 6.3 Varian
Associates, Inc. Los resultados se reportan en porciento del total de acidos grasos (% TAG)
(Cuadro 7).

Medicién de las variables productivas

El ensayo experimental con las aves tuvo lugar en el Centro Experimental de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM), ubicado en Santiago, Zapotitlan,
Delegacion Tlahuac, Distrito Federal. El clima de la regién es templado subhimedo, con
una precipitacion anual de 747 mm, siendo enero el mes mas frio y mayo el mas caluroso.
Para cada tratamiento se utilizaron 60 gallinas Bovans White de 75 semanas de edad, con 5
réplicas de 12 aves cada una, constituyendo cada réplica la unidad experimental. A cada
grupo de gallinas le fue asignada aleatoriamente una de las dietas experimentales. El ensayo

tuvo una duracion de 4 semanas, con una semana previa de acostumbramiento y un
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Cuadro 7. Composicion en &cidos grasos de los aceites y las dietas

Acido graso (% TAG) Aceite de  Aceite de Dieta Dieta
Soya Sardina Testigo Experimental

Miristico (C14:0) 0.11 6.09 0.24 3.46
Palmitico (C16:0) 10.77 18.54 13.03 17.01
Heptadecanoico (C17:0) 0.10 0.56 0.12 0.35
Estearico (C18:0) 4.22 3.82 3.86 3.27
Araquidico  (C20:0) 0.31 0.29 0.26 0.22

Total AGS 15.58 29.42 17.76 24.49
Pentadecanoico (C15:1) 0.00 0.51 0.04 0.31
Palmitoleico (C16:1) 0.18 7.47 0.44 411
cis10-heptadecenoico (C17:1) 0.07 0.99 0.07 0.29
Oleico (C18:1) 21.91 12.2 27.78 20.41
cis-vaccénico (C18:1) 0.83 3.06 0.72 2.23
Eicosenoico (C20:1) 0.22 0.22 0.28 1.32
Erdcico (C22:1) 0.05 0.22 0.1 0.16

Total AGM 23.33 24.91 29.51 28.92
Linoleico (C18:2 n6) 53.23 1.37 43.71 20.36
CLAc9,t11ycl1,t9 (C18:2) 0.03 2.55 0.00 1.33
CLA t10,c12 (C18:2) 0.00 0.29 0.00 0.09
y-linolénico (C18:3n6) 0.06 0.31 0.00 0.14
a-linolénico (C18:3 n3) 6.95 0.99 4.54 1.60
cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 0.05 0.25 0.04 0.11
cis-11,14,17eicosatriencico  (C20:3) 0.10 0.18 0.04 0.06
cis-8,11,14-eicatrienocico  (C20:3) 0.00 0.22 0.04 0.23
Araquidonico (C20:4 n6 0.00 0.75 0.19 0.45
Eicosapentaenoico (C20:5 n3) 0.40 14.2 0.28 8.05
Docosapentaenoico (C22:5 n3) 0.00 157 0.00 1.08
Docosapentaenoico (C22:5 n6) nd Nd 0.00 0.16
Docosahexaenoico (C22:6 n3) 0.04 10.26 0.07 6.11

Total AGPI 60.9 32.94 48.92 39.94
Total n6 53.29 2.43 43.9 21.12
Total n3 7.39 27.02 4.90 16.83
n6:n3 7.21 0.09 8.96 1.25
Lipidos totales (g/100g muestra) 4.35 4.25

El total de estos valores no da 100% porque acidos grasos menores no estan reportados.
TAG- Total de &cidos grasos AGS — Acidos grasos saturados, AGM- Acidos grasos monoinsaturados,
AGPI- Acidos grasos poliinsaturados
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programa de 16 horas de luz. Agua y alimento fueron suministrados ad libitum. Se llevé un
Registro diario del consumo de alimento, produccion de huevo y peso del huevo. Al final de
cada semana se hizo un resumen semanal de las variables antes mencionadas, asi como, de la
masa de huevo y conversion alimenticia.

El estudio se condujo en conformidad con las politicas establecidas por el Comité de
Etica para el Cuidado de los Animales, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Evaluacion del color de la yema con el Abanico Roche

Al final de la cuarta semana de experimentacion se tomaron al azar 25 huevos de
cada tratamiento (5 por réplica) para medir el color de la yema, de acuerdo a los valores del
abanico colorimétrico Roche, cuyos valores van del 1 al 15, correspondiendo el nimero 1 a

un color amarillo muy péalido y el 15 a un amarillo-naranja muy intenso.

Evaluacion sensorial del huevo

Al final de las cuatro semanas de experimentacion, se realizO una prueba de
evaluacion sensorial en cabinas individuales en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial del
Depto. de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos del INCMNSZ. Se aplicé una prueba
afectiva para medir el grado de aceptacién por el sabor del huevo y el color de la yema
(Anzaldta-Morales, 1994). En los dos casos se utilizé una escala ordinal de cinco puntos.
Participaron 30 jueces no entrenados, de ambos sexos, consumidores habituales de huevo.
a) Sabor del huevo

De cada tratamiento se tomaron al azar 8 huevos, se revolvieron y frieron en una
sartén con aceite en aerosol (PAM™?). En ninguno de los casos se adiciond sal u otro
sazonador. A cada tratamiento se le asignd una clave de tres digitos, tomados de una tabla
de numeros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

En una charola, se colocd un plato con las diferentes muestras de huevo revuelto,
junto con una pieza de pan blanco y un vaso de agua (que entre muestra y muestra deberia

consumir el panelista a fin de eliminar sabores residuales) y un cuestionario para indicar el
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grado de aceptacion para cada una de las muestras. Dentro de la cabina se utilizé luz roja
para evitar que el panelista se dejara influir por el color del huevo al evaluar el sabor del

mismo.

b) Color de la yema

Se tomo6 un huevo de cada tratamiento, cada yema se colocO en recipientes de
plastico transparente sobre un fondo blanco, asignando a cada yema una clave de tres
digitos (diferente a la empleada en la evaluacion del sabor), tomados de una tabla de
nameros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

A cada panelista se le entregaba una charola con las yemas de los diferentes
tratamientos a evaluar. Junto con ello se les daba un cuestionario donde indicaban el grado
de aceptacion por el color de la yema de cada tratamiento, de acuerdo a la escala de cinco
puntos que ahi se sefialaban. Dentro de la cabina se utiliz6 luz blanca.

Se cerr0 la ventanilla de la cabina (para permitir la concentracion del panelista) y se
esperod la sefial (luz de color rojo) que indicaba que habia concluido su evaluacion. En ese

momento se abria la ventanilla para recoger los cuestionarios.

Analisis de la composicién en &cidos grasos del huevo

Al final de la cuarta semana de experimentacién se tomaron al azar 30 huevos de
cada tratamiento (6 por réplica). 10 de ellos se mezclaron con una batidora para formar un
“pool”, de alli se tomaron 10 alicuotas de 1 g para realizar la extraccion lipidica con
cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, metodo 923.07) y metilar los acidos grasos con
trifluoruro de boro al 20% en una solucion metanolica al 2% (AOAC 2000, método 969.33)
(Anexos 10.3 y 10.4). Las 20 piezas restantes de cada tratamiento, se conservaron a
temperatura ambiente (20°C), para efectuar estos mismos analisis a los 30 y 60 dias
siguientes. Las muestras se inyectaron en un cromatégrafo de gases Varian, modelo 3380
CX equipado con un automuestreador CP8400, detector de ionizacion de flama y columna
DB23 de 30 m con un d.i. de 0.25mm.
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Determinacion de la oxidacion lipidica mediante la prueba de TBARS

En la cuarta semana de experimentacion se tomaron de cada tratamiento 30 huevos.
Al siguiente dia, después de la recoleccion, a 10 de ellos se les determind el grado de
oxidacion lipidica en yema, utilizando el método del acido tiobarbitdrico (TBARS) (Salih
et al. 1987; Botsoglou et al. 1994), cuantificando la concentracién de malondialdehido
(MDA) en la yema. Las 20 piezas restantes se conservaron a temperatura ambiente (20°C),

para efectuar el mismo analisis (n=10) a los 30 y 60 dias siguientes.

Disefio Experimental del Estudio

El estudio fue prospectivo, comparativo y experimental. EI modelo estadistico
utilizado para las variables productivas y el color de la yema fue conforme a un disefio
completamente al azar, siendo el siguiente:

Yij=p+Ti+&jj donde:

Yij = Valor de la variable de respuesta en el tratamiento i, repeticion j.

M = media general
L i = Efecto del tratamiento i.

f;ij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.

El disefio empleado para la concentracion de lipidos totales, acidos grasos y
malonaldehido (MDA) en el huevo, fue uno completamente al azar, con arreglo factorial
2x3, donde los factores a considerar fueron la dieta (testigo y experimental) y el tiempo de
conservacion del huevo (0, 30 y 60 d) a temperatura ambiente. El modelo estadistico
asociado a este disefio fue el siguiente:

Yijk = u + Ai + Bj + Ai*Bj + Cijk
donde:

Yijk = Variable de respuesta debido al efecto de la dieta y el tiempo de
conservacion

| = media general

Ai = Efecto de la i-ésima dieta

Bj = Efecto del j-ésimo tiempo de conservacion

Ai*Bj = Interaccion entre la dieta y el tiempo de conservacion

&ij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.
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Anélisis estadistico

Los datos de las variables productivas y el color de la yema (medido con el abanico
Roche) se analizaron mediante la prueba t de Student (P<0.05).

Los datos obtenidos en la prueba de evaluacion sensorial se analizaron mediante la

prueba no parametrica de rangos de Wilcoxon con una significancia de 0.05 (SAS, 2008).

Los datos de las variables concentracion de lipidos totales, &cidos grasos y MDA en
huevo se analizaron conforme a un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3,
siendo un factor la dieta y el otro el tiempo. Se utilizé el PROC GLM de SAS (SAS, 2008)
para el analisis de los datos. La comparacion entre medias se hizo con la prueba de Tukey
(P<0.05).

Resultados
Aceite de soya

Los AG que predominaron en este aceite fueron los poliinsaturados (AGPI),
seguidos por los monoinsaturados (AGM) y por ultimo los saturados (AGS) (61%, 23% y
16% respectivamente) (Cuadro 7).

Del total de los AGPI, el acido linoleico (C18:2 n6 LA) aportd un 87% y el a-
linolénico (C18:3 n3 ALA) 11%; mientras que del total de AGM, el oleico (C18:1 n9)
contribuyd con un 94%. En el caso de los AGS, el palmitico (C16:0) constituyo6 casi el
70% del total y el estearico 25%. Predominaron en este aceite, los n6 mas que los n3 (53%
Vs 7%).

Aceite de sardina
La composicion en AG de este aceite difiere considerablemente del aceite de soya. Aunque
también predominaron los AGPI, los AGS son los que ocuparon el segundo lugar y los
AGM el ultimo (45%, 29% y 25%, respectivamente) (Cuadro 7).

Contrario a lo que sucede en el aceite de soya, en el de sardina predominan los n3
mas que los n6 (27% vs 15%), siendo el EPA y DHA, los AGn3 representativos de este
aceite. Tambiéen, a diferencia del aceite de soya, en el aceite de pescado se detectd la

presencia del acido linoleico conjugado (6.3% del total de AGPI).
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Composicion de las dietas

En la dieta testigo (T1), predominaron los AGPI, seguidos por los AGM y los AGS
(49%, 29% y 18%, respectivamente) (Cuadro 7). Del total de AGPI, el LA conformo la
mayor parte (90%). En el caso de los AGM, el oleico constituyo el 94% del total, mientras
que del total de AGS el palmitico contribuyd con 73%. En esta dieta predominaron los
AGn6, manteniendo una relacion n6:n3 de 9:1. No se detecté la presencia de
docosapentaenoico (C22:5 n3 y n6 DPA), y solo trazas de araquiddnico (C20:4 n6 AA),
EPA y DHA.

La dieta que incluia 2.5% de aceite de sardina (DT+2.5%AS) presentd una
concentracion de 40% de AGPI, 29% de AGM y 25% de AGS. Del total de AGPI, el LA
constituyd el 50%, el resto estuvo conformado por el EPA (20%) y el DHA (15%),

principalmente. En esta dieta la relacion n6:n3 fue de 1.2:1.

Variables productivas

Suplementar las dietas con el aceite de sardina redujo significativamente la
produccién de huevo en un 7% (P<0.05), asi como la masa de huevo, siendo en este caso la
reduccion de 5.2 g (P<0.05). La conversion alimenticia fue afectada en forma negativa
cuando la dieta se suplement6é con AS. Por lo contrario, la coloracion de la yema, se vio
favorecida, pasando de un valor de 9 a 10 de la escala colorimétrica Roche (P< 0.05). El

consumo de alimento y el peso del huevo no resultaron afectados (P>0.05) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Variables productivas y color de la yema obtenidos al suplementar
la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina

Tl T2
Consumo de alimento (g/ave/d) 115.00 £ 7.13 110.85 + 10.26
Produccion de huevo (%) 84.31+752a 7728 +7.640b
Peso de huevo (g) 67.25+1.78 66.64 + 4.33
Masa de huevo (g) 56.77 £6.07 a 51.60+6.84 b
Conversion alimenticia 206+£0.22 b 228+041a
Color de yema 874+111hb 9.60+£0.49 a

a, b En cada renglon, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)
T1 - dieta base (DB), T2- DB+2.5% de aceite de sardina
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Evaluacién sensorial
Los resultados no mostraron diferencia en la aceptacion por el sabor del huevo y el

color de la yema, cuando la dieta fue suplementada con AS (P>0.05).

Acidos grasos en el huevo

Suplementar las dietas con AS causé cambios significativos en la composicion en
AG del huevo (Cuadro 9). La concentracién total de AGS se incrementd 5%,
principalmente la de los acidos miristico (C14:0) y palmitico (C16:0)(P<0.05). Lo mismo
se observo con los AGM, siendo en este caso, el palmitoleico (C16:1), oleico (C18:1) y cis-
vaccénico (C18:1) los que mostraron los mayores incrementos (P<0.05). Por lo contrario, el
total de AGPI disminuy6 significativamente un 27%; sin embargo, este descenso estuvo
dado principalmente en los omega 6, ya que en forma inversa los AG eicosapentaenoico
(C20:5), docosapentaenoico (C22:5 n3 DPA) y docosahexaenoico (C22:6 n3 DHA) de la
serie n3 aumentaron significativamente (P<0.05). El incremento en el total de los AGn3 en
la yema fue del orden de 62%; estando mas del 80% conformado por la suma de los &cidos
grasos EPA+DPA+DHA. La relacion n6:n3 en el huevo, se redujo notablemente cuando se
suplementd la dieta con AS, pasando de 11:1 a 2:1 (P<0.05).

En ninguno de los dos tratamientos se detectaron en el huevo AGS menores a 14
carbonos, asi como tampoco el heneicosaenoico (C21:0), behénico (C22:0), tricosanoico
(C23:0), lignocérico (C24:0), erucico (C22:1), cis-13,16-docosadienoico (22:2) y nervonico
(C24:1).

Otros AG se detectaron en concentraciones menores al 1% del total de acidos
grasos (TAG) como fue el caso de los AG: miristico (C14:0), pentadecanoico (C15:1),
cis10-pentadecenoico (C15:1), palmitelaidico (C16:1), heptadecanoico (C17:0), cis10-
heptadecanoico (C17:1), elaidico (C18:1), linolelaelaidico (C18:2), y-linolénico (C18:3n6
GLA), a-linolénico (C18:3n3 ALA), araquidico (C20:0), eicosenoico (C20:1), cis 11,14
eicosadienoico (C20:2), cis 11,14,17 eicosatrienoico (C20:3), cis 8,11,14 eicatrienoico
(C20:3), eicosapentaenoico (C20:5 n3 EPA) y docosapentaenoico (C22:5 n6 DPA) (solo se

presentan datos de algunos de ellos en el Cuadro 9).
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Por otra parte, conservar el huevo durante varios dias a temperatura ambiente,
también origind cambios en la composicion de AG del mismo (Cuadro 9). En el tratamiento
con solo la dieta testigo, el total de AGS mostrd una reduccion de 1.3% a los 60 d, con
respecto al dia 30; el miristico y palmitico no cambiaron, solo el estedrico disminuyé
(P<0.05). Los cambios en los AGM se hicieron evidentes hasta el dia 60, momento en el
que los AG palmitoleico y oleico mostraron valores mas altos que en el dia 30 (P<0.05).

En el caso de los AGPI, se observé que el total de estos AG se redujo 11% a los 60
d con respecto a los dias 0 y 30. Pero en forma particular, fue notorio que la concentracion
de los AG linoleico, y-linolénico y a-linolénico en el huevo mostré valores mas bajos a los
60 d, que en los dias 0 y 30. Por lo contrario, los AG araquidonico, EPA, DPANn6, DPAN3 y
DHA mostraron los valores mas altos a los 60 d (P<0.05). Los n6 en general disminuyeron
también 11% a los 60 dias (P<0.05), mientras que en el total de n3 no hubo cambios
significativos a lo largo de estos 60 dias (P<0.05).

Ahora bien, cuando la dieta fue suplementada con AS, los cambios observados en el
huevo conservado durante 60 d a temperatura ambiente fueron los siguientes: al igual que
en el caso anterior el total de AGS en la yema solo se redujo un 1.3% a los 60 d, aunque en
este caso fue el palmitico el AG que mostré esa pequefia reduccion (P<0.05). Contrario a lo
ocurrido en el tratamiento T1, el total de AGM se mantuvo constante a lo largo del periodo
(P>0.05), siendo el palmitoleico, el Gnico que manifestd una reduccion de 6%, el dia 60 con
respecto al dia 0. Respecto a los AGPI, los AG linoleico, a-linolénico, arquidonico y
docosahexaenoico, no mostraron cambios significativos a lo largo de los 60 dias (P>0.05).

En el tratamiento experimental, la concentracion de los n6 en el huevo se mantuvo
constante durante todo el periodo de conservacion (P>0.05), mientras que la concentracion
de los n3 mostrd los valores mas altos a los 60 d (P<0.05). La relacién n6:n3 no mostro

cambios a lo largo de los 60 d (P>0.05).

Malondialdehido (MDA) en yema
La concentracion de MDA en yema, fue mas alta en el tratamiento donde la dieta
estaba suplementada con AS (P<0.05) que en el tratamiento con la dieta base (1.61 vs 1.21

nmol/mL). Este comportamiento se hizo evidente tanto en el dia 0, como a los 30 y 60 dias
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de conservacion (P>0.05) (Figura 12).

nmo/mL) como en el experimental (1.61, 1.93, 1.16 nmoL/mL), la formacién de MDA se
incremento a los 30 dias de conservacion del huevo a temperatura ambiente (P<0.05); sin

embargo, a los 60 dias los valores disminuyeron notablemente (P<0.05) en ambos

tratamientos.

Tanto en el grupo testigo (1.21, 1.59, 0.79

Cuadro 9. Contenido de lipidos totales y composicién en acidos grasos del huevo conservado a
temperatura ambiente durante 60 dias, al suplementar la dieta para gallinas con aceite de sardina

Tl T2
Componente quimico 0 30 60 0 30 60
Lipidos totales (g/100 g)* 11.74a 1149a 11.34a 1141a 1158a 11.60a
Acido graso (% TAG)?
Miristico (C14:0) 0.34d 0.38c 0.35dc 048b 054a 052a
Palmitico (C16:0) 24.62e 24.88d 24.89d 26.90a 26.40b 26.06¢c
Esteérico (C18:0) 857b 888a 845ch 795e 83lcd 8.22d
Total AGS 33.53d 34.14c¢ 33.69d 35.34a 3525a 34.80Db
Palmitoleico (C16:1) 233e 234e 255d 36la 33lc 340b
Oleico (C18:1) 40.90b 40.93b 42.15a 4266a 42.63a 42.64a
Cis-vaccénico (C18:1) 157bc 150c 1l47c 187a 171ba 180a
Total AGM 4480c 44.77c 46.17b 48.14a 47.65a 47.83a
Linoleico (C18:2 LA n6) 1595a 16.03a 13.90b 9.46d 9.85c 9.52dc
y-linolénico (C18:3 GLA n6) 013 b 0.15a 0.04e 0.06¢c 0.05dc 0.05de
a-linolénico (C18:3 ALA n3) 0.65a 0.67a 052b 0.37c 0.38c 0.37c
Araquidonico (C20:4 AA n6) 182ba 180b 190a 0.65c 063c 0.71c
Eicosapentaenoico (C20:5 EPA n3) 0.00e 0.04d 0.02d 041b 0.39¢c 0.53a
Docosapentaenoico (C22:5 DPA n6) 0.33a 0.31b 0.35a 0.03¢c 0.00d 0.03c
Docosapentaenoico (C22:5 DPA n3) 0.11dc 0.11d 0.12c 0.35b 0.38a 0.39a
Docosahexaenoico (C22:6 DHA n3) 0.84b 0.85b 0.92b 312a 3.08a 3.262
Total AGPI 19.84a 19.95a 17.77b 14.46d 14.76dc 14.85c
Total n6 18.24a 18.29a 16.18b 10.20 ¢ 1053c 10.30c
Total n3 160c 166c 1.59c 426b 423b 455a
n6:n3 11.41a 11.03a 10.20b 242c 250c 227c

“'en 100 g de huevo completo (yema+clara), ° TAG=total de acidos grasos

a, b, c, d,e,f En cada rengldn, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)

T1- dieta base (DB), T2- DB+ 2.5% aceite de sardina
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Figura 12. Concentracion de malondialdehido (MDA) (nmol/mL) en la yema de huevo conservado
a temperatura ambiente durante 60 dias, al suplementar la dieta de las gallinas con aceite de sardina
T1- dieta base (DB), T2- DB+ 2.5% aceite de sardina

Discusion
Aceites y Dietas

Tal como se observo en los resultados, existe una gran diferencia en la composicion
de &cidos grasos entre los aceites vegetales y los de origen marino. Los aceites vegetales
poseen acidos grasos de cadena larga de 18 0 menos carbonos (ej. aceite de soya, de oliva,
canola, linaza); mientras que los de origen marino se caracterizan por tener &cidos grasos de
cadena mas larga (C20-C24) (Bailey,1984; Ackman, 2005).

El perfil de AG del aceite de sardina (AS) utilizado en el presente estudio, resulté
similar a lo reportado por otros autores (Gamez-Meza et al. 1999; Ackman, 2005; Bandarra
et al. 2007; Noriega-Rodriguez et al. 2009). Aungue el &cido estearico (C18:0) se encontr
en altas concentraciones en el AS, este tiene poca o ninguna influencia sobre la capacidad
de aumentar el nivel de colesterol sérico, contrario al efecto que el resto de los AGS

ocasionan (Conchillo et al. 2006).

71



El hecho de que el AS tuviera mas EPA (C20:5 n3) que DHA (C22:6 n3) concuerda
con lo hallado por otros autores en especies grasosas semejantes a la sardina, tal es el caso
de los aceites crudos de sabalo (EPA fluctua entre 11.1% - 16.3% y el DHA de 4.6% -
13.8%), de arenque americano (EPA varia entre 3.9 - 15.2% y DHA 2.0 -7.8%) (Stansby,
1991); de anchoas (EPA 22% y DHA 9%) y de menhaden (EPA 21% y DHA 7%). Los
aceites de atin por lo contrario, tienen mas DHA (21%) que EPA (8%) (Bimbo, 1999;
Cachaldora et al. 2006). En consecuencia, la dieta experimental que incluia aceite de
sardina, tenia mas EPA (3.6-3.9%) que DHA (0.43-0.51%).

Variables productivas

Los resultados obtenidos concuerdan con lo informado por Cachaldora et al.
(2006,2007), quienes no encontraron efecto alguno sobre el consumo de alimento y peso
del huevo al suplementar la dieta de las aves con diferentes tipos de aceites de pescado y
diferentes niveles de inclusion del mismo (1.5%, 3%, 4.5% y 6.0%). Sin embargo, al igual
que en el presente trabajo, observaron un decremento lineal y cuadratico en la produccion
de huevo. En el color de la yema observaron una interaccion entre el tipo y concentracién
del aceite de menhaden, incrementandose ésta cuando las gallinas recibieron aceite de
menhaden MFO1 (que tenia 8.3% de EPA y 8.2% de DHA), en comparacion con MFO2 y
MFO3 cuyas proporciones de estos dos AG eran diferentes (EPA 21% y DHA 7% en
MFO2; EPA 8% y DHA 21% en MFQO3).

Pappas et al. (2006) observaron una significativa reduccién en el peso del huevo al
suministrar a las aves, dietas suplementadas con 5.5% de aceite de pescado. Cherian (2008)
informa un decremento en el peso del huevo y en el color de la yema al adicionar 3.5% de
aceite de pescado a la dieta.

Otros autores observaron una reduccién tanto en la produccién como en el peso del
huevo, al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de pescado (Hargis y Van
Elswyk, 1993; Cloughley et al.1997; Maurice, 1994; Gonzalez-Esquerra y Leeson, 2001;
Surai y Spark, 2001), con 4.8% de una microalga marina con alto contenido de DHA

(Herber—McNeill y Van Elswyk, 1996), y cuando han utilizado al cebo (5 a 7%) como
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unica fuente de grasa en dietas para gallinas ponedoras (Watkins y Elkin 1992, Grobas et
al. 2001, Gonzélez-Mufioz et al. 2009)

Cornejo et al. (2008) y Cherian et al. (2007) no encontraron cambios en las
variables productivas al incorporar 6% de AP en el primer caso; asi como 0.25% y 0.5% de
AP en el segundo caso.

Es posible que la reduccion observada en la produccion de huevo sea consecuencia
de la disminucion en el consumo, posiblemente el sabor de las dietas suplementadas con
aceite de sardina no resultd agradable a las aves. También pueidera deberse al hecho de que
el aceite de sardina tiene una densidad energética menor que el aceite de soya, por lo tanto
la energia aportada por la dieta dos fue menor. Otras hipétesis han sido sefialadas por
diversos autores (Van Elswyk 1997a; Gonzalez-Esquerra y Lesson, 2001; Cachaldora et al.
2006). Ellos sefialan que la disminucion observada en la produccion y/o peso del huevo
pudiera deberse al efecto reductor de los AGn3 sobre la cantidad de lipidos y estradiol en
suero (lo que limitaria la disponibilidad de lipidos para la formacién de yema). Sin
embargo, otro factor pudiera ser el hecho de que al suministrar en la dieta ingredientes con
alto contenido de AGn3, se reduce la concentracion del &cido linoleico (C18:2 n6 LA) y por
ende la produccion de la PGE; (Simopoulos, 2006, 2008). Algunos estudios (Hertelendy y
Biellier, 1978; Hudelson y Hudelson, 1996), han demostrado que la PGE; y la PGE; son de
gran importancia en el proceso reproductivo, estimulan las contracciones, relajan el esfinter
uterovaginal y la vagina facilitando la ovoposicion en la gallina. Por lo tanto, al existir en el
ave un decremento en la produccion de estas hormonas como consecuencia de la reduccién
sérica del LA, precursor del AA y este de eicosanoides como la PGE; y PGE; la
produccion y peso del huevo se ven afectadas (Lee y Hwang, 2008; Simopolous, 2008).

Los eicosanoides provenientes del AA son bioldgicamente activos aun en pequefias
cantidades, mientras que los eicosanoides provenientes del EPA poseen una baja actividad

bioldgica (Simopolous, 2006).
Coloracién de la yema

El aumento en la coloracion de la yema cuando la dieta fue suplementada con AS,

seguramente se debi0 a la presencia de pigmentos en el aceite de pescado, los cuales varian
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de acuerdo a la alimentacion de los peces (Bailey, 1984; Roldan-Libenson et al. 1999). En
el caso de la sardina, su principal alimento es el fitoplancton (Cellamare y Gémez, 2007), el
cual posee pigmentos tales como clorofila, antocianinas, luteina, diatoxantina,
diadinoxantina, prasinoxantina, fucoxantina, peridinina, zeaxantina y violaxantina (Millan
et al. 2004). Por lo tanto, en el aceite de sardina seguramente estos pigmentos estaban
presentes y las xantofilas fueron depositadas en la yema de huevo.

Esto es de gran interes no solo para el avicultor sino también para el consumidor, ya
que como sefiala Clydesdale (1998) la apariencia visual, especialmente el color, es la
caracteristica mas importante de los alimentos que determina ser seleccionado para su
consumo. En gran parte de México y de otros paises, los consumidores demandan la buena
pigmentacion de la yema. En el caso de México, Brasil y Chile se prefieren yemas con una
valor promedio de 11 (del abanico Roche); en EEUU, Irlanda y Peru de 9, en Argentina y
Venezuela de 8, mientras que en Esparia se prefiere el 13 (Becerril, 1988). Sin embargo,
los beneficios de incrementar la coloracion de la yema a través de carotenoides naturales
van mas alla del atractivo visual. Estudios realizados por Chung et al. (2004) y Goodrow et
al. (2006) revelan que los pigmentos presentes en la yema de huevo, principalmente luteina
y zeaxantina, tienen una alta biodisponibilidad en el humano y son importantes en la
prevencion de cataratas y degeneracion macular en la retina.

Por otra parte, el hecho de que las yemas hayan estado mas pigmentadas en el T2
que en el T1 es un aspecto positivo que indica que el aceite de sardina utilizado estaba en
buenas condiciones, ya que cuando existe un proceso de oxidacién, las propiedades
crombgenas pueden reducirse, ya que los carotenoides estan formados por cadenas
hidrocarbonadas altamente insaturadas (Bailey, 1984; Clydesdale, 1998).

Evaluacion sensorial

El hecho de que no se haya detectado diferencia entre los dos tratamientos, en el
grado de aceptacion por el color de la yema, aun cuando las yemas del T2 (DT+AS)
estaban mas pigmentadas, pudiera deberse a dos razones. La primera es que la prueba
utilizada era subjetiva, por lo que los resultados estan dados en base a la apreciacion visual

de cada panelista lo que origina una amplia variacion. Por lo mismo, seria recomendable
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aumentar el nimero de participantes. En segundo lugar, pudiera ser indicativo de que el
aceite utilizado en el presente estudio era de buena calidad, procesado a partir de pescado
fresco y estaba protegido con antioxidante.

Es importante sefialar que aun cuando el aceite de pescado sea de buena calidad, el
sabor a pescado que pudiera adquirir el huevo, pudiera ser resultado de la rancidez en las
dietas suplementadas con el aceite de pescado. Por lo tanto, es de gran importancia
asegurarse también de que las dietas que se van a emplear, estén protegidas con
antioxidantes, ya que una vez oxidado, ya sea el aceite como las dietas, la adiciéon de
antioxidantes no revertira la situacion (Surai y Spark, 2001).

El que no se haya afectado el sabor del huevo concuerda con lo observado por
Garcia-Rebollar et al. (2008) cuando suplementd dietas con 1.5 y 1.7% de aceite de
pescado. Pero difiere de los resultados obtenidos por Adams et al. (1989) y Van Elswyk et
al. (1992), donde los panelistas detectaron un sabor desagradable cuando la dieta de las
aves fue suplementada con 6% Yy 3% de aceite de menhaden, respectivamente. Van Elswyk
et al. (1995) hallaron un mayor contenido de compuestos volatiles de bajo, mas que de alto,
peso molecular en huevos de gallinas cuyas dietas fueron suplementadas con aceite de
menhaden, atribuyendo a estos la imparticion de un sabor desagradable al producto.

Gonzélez-Esquerra y Leeson (2000) hallaron que aun deodorizando el aceite de
menhaden, el huevo adquiria el caracteristico sabor a pescado. Bailey (1984) asocia el olor
y sabor a pescado con la presencia de compuestos nitrogenados y glicéridos altamente
insaturados y como consecuencia de la combinacién quimica de estos compuestos, durante
la oxidacién de los glicéridos. También menciona que la presencia de aldehidos de peso
molecular medio, en particular de los aldehidos caprilico y caprinico, formados por la
oxidacion y ruptura de una cadena de AG, pueden ser la causa de dichos efectos en el
huevo.

Algunos autores consideran que el olor y sabor a pescado que el huevo adquiere
cuando la dieta de las aves es suplementada con aceite de pescado, se debe a la reduccion
del oxido de trimetilamina y/o a la autooxidacion de los AGn3, ya que estos son muy

susceptibles a oxidarse (Belitz y Grosch, 1997; Surai y Spark, 2001; Eskin and Przybylski,
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2001). Este efecto no solo ha sido observado con el AS sino también cuando la dieta ha
sido suplementada con linaza (Surai y Spark, 2001).

Asimismo, es pertinente recordar que la aceptacion de sabor a pescado varia de un
pais a otro. Por ejemplo, en Chile la gente esta acostumbrada a este sabor y lo acepta como

normal, mientras que para los europeos, esto es inaceptable. (Surai y Spark, 2001).

Efecto de la suplementacion de la dieta con AS sobre el contenido de lipidos totales y la
composicion en AG del huevo

El que la cantidad de lipidos totales en el huevo no haya sido afectada por el tipo de
dieta concuerda con lo informado por Cherian et al. (1996), quienes al incorporar 3.5% de
aceite de menhaden, aceite de palma, aceite de lino o aceite de girasol a dietas para gallinas,
no observaron cambio alguno en el contenido de lipidos en la yema. De igual manera Van
Elswyk et al. (1992) y Castillo-Badillo et al. (2005) no detectaron diferencias en el
contenido de lipidos totales cuando suplementaron la dieta con 3% de aceite menhaden y
con 1y 2% de ceite de atun, respectivamente. Esto indica que independientemente de la
fuente (vegetal o marina) que se emplee para incrementar los AGn3 en el huevo, la cantidad
total de lipidos no se vera modificada, pero si la composicion en &cidos grasos.

Aungue la composicion en acidos grasos del huevo, en general, fue un reflejo de la
composicion de las dietas; hubieron algunas excepciones. La primera es que aun cuando la
dieta con AS, tenia 26% menos acido oleico que la dieta testigo, en el huevo la
concentracion de este AG no solo se incrementd, sino hasta super6 en 4.5% mas su
concentracion, con respecto al huevo del T1.

El segundo cambio notable fue que la dieta con AS tenia 137% mas araquiddnico
que la dieta testigo, pero en el huevo la concentracion de este acido se redujo 64%, en
comparacion con T1. Melluzzi et al. (2000), observaron éste mismo comportamiento
(25.54 vs. 67.72 mg/egg de AA) como consecuencia de la suplementacion con aceite de
pescado; pero también observaron un incremento de todos los acidos grasos n-3 en la yema;
particularmente EPA (19.53 vs. 0.74 mg/egg) y DHA (143.70 vs. 43.66 mg/huevo).

Un tercer aspecto fue que en la dieta con AS existia una mayor concentracién de

EPA que DHA, sin embargo en el huevo sucedio lo contrario, habia mas DHA que EPA.
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Esto concuerda con lo observado por Huang et al. (1990) quienes informan que al
suplementar la dieta de las gallinas con 3% de aceite de menhaden (11% EPA y 9% DHA),
hay una mayor deposicion de DHA en la yema (29 vs 192 mg de EPA y DHA
respectivamente). La explicacion a ello pudiera estar relacionada con el metabolismo de los
AGnN3 en las aves, donde al parecer existe una mayor preferencia de las enzimas para
depositar DHA en los tejidos, asi como una mayor eficiencia de retencién del DHA en los
mismos, tal como ocurre en el humano (Spreecher et al. 1995; Gonzélez-Esquerra vy
Lesson, 2001; Alvarez et al. 2004).

Esto no quiere decir que el EPA sea menos importante, ambos cumplen funciones
diferentes. A partir del EPA se forma una amplia variedad de compuestos biolégicamente
activos conocidos como eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos), potentes reguladores
de la actividad bioldgica; este AG es capaz de ser elongado a acido docosapentaenoico
(C22:5 n3 DPA) y este a su vez a DHA (C22:6 n3). EI DHA, por su parte, puede ser
retroconvertido a EPA, siendo su aspecto méas significativo ser el principal componente
estructural en las membranas celulares del sistema nervioso y de la retina. En éstas puede
constituir aproximadamente el 60% de los AGPI presentes y es tal su importancia que
algunas investigaciones sefialan que una deficiencia de este acido graso puede dar origen a
algunas anormalidades funcionales (Rice, 1999).

El que la relacion n6:n3 en el huevo se redujera notablemente al suplementar la
dieta con AS, pasando de 11:1 a una de 2:1, resulta ser de gran importancia, ya que
habitualmente el huevo comercial tiene una alta proporcion de n6, y un bajo contenido de
n3 (9:1)(Surai y Spark, 2001; Seuss-Baum, 2007), similar a una tipica dieta occidental
(10:1), lo cual se asocia con un incremento en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, ciertos tipos de canceres, etc. (Gebauer et al. 2008). La relacién n6:n3
recomendada en una dieta habitual va de 1:1 a 4:1 (Yannakopoulos, 2007); ya que como se
sabe, los n6 y los n3, son dos clases de AGPI metabolica y funcionalmente distintos con
efectos fisiologicos opuestos, por lo que mantener un balance adecuado n6:n3 es de gran
importancia, ya que ambos compiten por las mismas enzimas. Al parecer, los n3 son

preferidos por las enzimas delta-desaturasas (Surai y Spark, 2001).
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Por otra parte, la razon por la cual la cuantificacion de los acidos grasos se realizd
hasta la cuarta semana fue que la incorporacién de AGn3 procedentes de la dieta, en la
yema es un proceso gradual, a los 9 dias de experimentacion se empiezan a notar los
cambios en la composicion de los AG en la yema y es a partir de los 21 dias que la
concentracion de los AG se estabiliza (Cherian, 2007; Seuss-Baum, 2007). Yu and Sim
(1987) suplementaron la dieta de las gallinas con diferentes niveles de inclusion de aceite
de salmén, alcanzando la maxima incorporacion de los n3 a los 8 dias. Lin et al. (1995)
suplementaron la dieta con 1.5% de aceite de menhaden y diariamente, por un periodo de
14 dias, registraron la concentracion de n3 en la yema, los resultados mostraron que a los
14 dias la composicion de AG en el huevo habia sido modificada. Van Elswyk (1997a)
alimentd a las aves con diferentes niveles de aceite de menhaden observando una
deposicion gradual de n3 de la semana 0 a la 3, estabilizandose el contenido y la
composicion entre las semanas 3 y 4. Los tratamientos con los mas altos niveles de aceite
de menhaden (AMH) alcanzarén mas pronto el plateau, que los tratamientos con bajos
niveles. Despues de remover las dietas experimentales, el contenido de n3 en las yemas
disminuy6 20% durante las dos primeras semanas, en la tercera se mantuvo constante y en
la semana 4, los tratamientos con 0.5, 1% y 1.5%, alcanzaron los mismos valores que el
grupo testigo. Estos resultados ilustran el turnover de los lipidos en la yema.

Efecto del tiempo sobre la composicion en AG del huevo almacenado a temperatura
ambiente

La formacion de MDA, tanto en el tratamiento T1 como en el que se suplemento
con AS, indican que desde el momento en gue el huevo se expone a factores externos como
la luz y la temperatura, se inicia el proceso oxidativo. Pero el hecho de haya una mayor
cantidad de MDA en el T2, también demuestra que suplementar la dieta con AS favorece
aun mas la formacion de radicales libres (RL).

Por otra parte, el hecho de que el perfil de acidos grasos en general se haya
mantenido constante durante los 60 dias en que se mantuvo el huevo a temperatura

ambiente (20 C) concuerda con lo sefialado por otros autores quienes sefialan que el perfil

78



de AG de huevos enriquecidos con AGn3 no se altera durante el cocimiento (Van Elswyk
et al.1992) o durante siete semanas de almacenamiento a 25 C (Oku et al. 1996). Aymond
y Van Elswyk (1995), tampoco observaron cambios en los valores de MDA en huevos
enriquecidos con n3, cuando aceite de linaza fue incluido en la dieta de las aves, en
comparacion con el grupo testigo.

Otros en cambio, informan un incremento en la susceptibilidad a la oxidacion
durante al almacenamiento y cocimiento del huevo (Cherian et al. 1996).

Marshall et al. (1994) notaron que en el huevo fresco de gallinas cuya dieta habia
sido suplementada con 1.5% de aceite de menhaden, presentaba mayor concentracion de
sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS) que en el huevo de gallinas sin
suplementar. Aun cuando a la dieta con aceite de menhaden se le habian adicionado 12.5
mg de alfa-tocoferol/ave/d (la recomendacién del NRC para una dieta convencional es de
0.5 mg/ave/d).

Es posible que los antioxidantes propios en el ave (carotenoides, vitamina E,
fosvitina, selenio, etc), presentes en el huevo (Guérin-Dubiard et al. 2007), contribuyan a
proteger a estos AG por la importancia fisiologica que tienen para el ave; y que los
compuestos oxidados detectados desde el primer dia de almacenamiento en ambos
tratamientos mediante la prueba de TBARS hayan sido otros, diferentes a los AG. Marshall
et al. (1994) sugieren que los TBARS en yema son el resultado de la transferencia directa
de lipidos oxidados presentes en la dieta o producidos en el higado y posteriormente
transferidos a la yema junto con otros materiales lipofilicos.

La sintesis de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en el higado de
gallinas ponedoras ha sido confirmado por Caston et al. (1994) cuando compar6 una dieta
convencional como testigo contra otras que tenian 10 6 20% de linaza molida. Encontraron
un incremento de TBARS en el higado, proporcional al nivel de inclusion de linaza en la
dieta.

Aymond y Van Elswyk (1995) sugieren que las condiciones en las que se
almacenan las dietas, tal como el uso de contenedores hermeticos mantenidos en

refrigeracion, pueden reducir una potencial deposicién de TBARS en la yema.
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El EPA y DHA son altamente susceptibles a la oxidacion debido al alto nimero de
dobles enlaces reactivos. La fraccion polar es altamente insaturada y al parecer la
fosfatidilcolina es importante en la degradacion de los lipidos del pescado (Takahashi et al.
1985). Los aceites se prestan a una facil oxidacion, pues se vuelven rancios durante la
elaboracion y el almacenamiento, esta oxidacién se acelera por el calor, la luz y la
presencia de catalizadores y pueden ser contrarrestada administrando antioxidantes, o
almacenandolos en lugares oscuros (Cifuentes et al. 1997).

Por otra parte, el hecho de que a los 60 dias la concentracion de MDA haya sido
menor que al inicio y que a los 30 de almacenamiento no precisamente indica que haya
habido menor oxidacion, lo mas probable es que se hayan formado otros compuestos
productos de la oxidacion, diferentes al MDA y que por lo tanto no pudieron ser medidos a
través de la prueba de TBARS. Se sabe que durante la oxidacién lipidica se generan los
precursores del MDA (hidroxiperoxi epidioxidos, 1,3 dihidroxiperoxidos, 1,4
dihidroperoxido y los monohidroxiperoxidos) asi como diversos compuestos que pueden
reaccionar con el TBA por lo que los datos obtenidos con este método no son un reflejo
exacto del grado de oxidaciénel sistema. Por lo tanto seria recomendable utilizar otras
pruebas, ademas de la de TBARS, para conocer con mayor precision el grado de oxidacion
en el huevo y poder identificar los compuestos que se oxidaron (Frankel y Neff, 1983;
Guillen-Sanz y Guzman-Chozas, 1998).

Utilizar el aceite de sardina con el fin de enriquecer al huevo con AGn3 es por el
momento una alternativa no costosa, que debiera ser aprovechada en México por los
avicultores (Gamez-Meza et al. 1999). Mas aun cuando estudios realizados por Noriega et
al (2002) han demostrado que el AS refinado, blanqueado, deodorizado y no deodorizado

conserva el alto contenido de estos acidos grasos.

Conclusion

Se concluye que utilizar el aceite de sardina en la dieta para gallinas es una
alternativa para enriquecer el huevo con acidos grasos omega 3 y reducir la relacion n6:n3
en el mismo, lograndose mantener esta situacion aun hasta por 60 dias de almacenamiento a

temperatura ambiente (20°C). Aun asi, se sugiere adicionar antioxidante tanto al aceite
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como a las dietas para reducir el riesgo de oxidacion tanto lipidica como de otros
compuestos en el huevo.

Aprovechar al aceite de sardina como fuente de EPA y DHA en la industria de
alimentos balanceados para aves, puede ser una importante fuente de ingresos para los
estados productores de sardina, ya que en México no ha sido aprovechado como tal.
Monitorear la calidad de los aceites utilizados en la dieta, asi como mantener las dietas en
condiciones hermeticas y en refrigeracion puede ser de gran utilidad para esclarecer si la
oxidacion en el huevo enriquecido con AGn3 es consecuencia de una mala calidad del
aceite de pescado utilizado, de una deficiente conservacion de las dietas suplementadas con
AP o de una deficiente conservacion del huevo enriquecido con AGn3.  Asimismo es
importante utilizar otras pruebas, ademas de la de TBARS, para medir el grado de

oxidacion cuando el huevo ha sido enriquecido con AGn3.
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6.2 Efecto sobre la composicion en acidos grasos, caracteristicas
sensoriales y estabilidad oxidativa del huevo al suplementar la dieta

para gallinas con aceite de sardina y vitamina E
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Efecto sobre la composicion en &cidos grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad
oxidativa del huevo al suplementar la dieta para gallinas con aceite de sardina 'y

vitamina E

Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar si adicionando vitamina E (VE) a dietas
suplementadas con aceite de sardina (AS) se corrigen los problemas observados en la
produccion de huevo y se reduce el riesgo de pérdida y oxidacion de los acidos grasos
omega 3 (AGn3) en el huevo. Para ello se utilizaron 180 gallinas Bovans White de 75
semanas de edad, con 5 réplicas de 12 aves cada una, constituyendo cada réplica la unidad
experimental. A cada grupo de gallinas le fue asignada aleatoriamente uno de los tres
tratamientos: T1-dieta base (DB), T2-DB+2.5% de aceite de sardina (AS), T3-
DB+2.5%AS+100mg/kg de vitamina E (VE). El ensayo tuvo una duracion de 4 semanas,
con una semana previa de acostumbramiento. Agua y alimento fueron suministrados ad
libitum. Se midieron las variables productivas, la calidad fisica del huevo y se evalud
sensorialmente el sabor del huevo. La concentracion de &cidos grasos (AG) en el huevo y el
grado de oxidacion de los mismos se midio a los 0, 30 y 60 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente (20 C). Los resultados mostraron una reduccion en la produccién (84
vs 77%) y masa del huevo (57 vs 529) al suplementar la dieta con 2.5%AS (P < 0.05), y un
incremento en la coloracion de la yema (P < 0.05) (9 vs 10 abanico Roche); sin embargo, la
adicion de 100 mg/kg de VE a la dieta no afect6 en forma alguna estas variables (P > 0.05).
El sabor del huevo no se vio afectado en ningln caso (P>0.05). La concentracién de los
AGnN3 en el huevo, principalmente del eicosapentaenoico (EPA) y del docosahexaenoico
(DHA), aumento significativamente al suplementar la dieta con AS (1.6 vs 4.3 % del total
de acidos grasos) mientras que la relacion n6:n3 se redujo significativamente (11.4 vs 2.4)
(P < 0.05); estos valores se mantuvieron constantes durante los 60 dias de almacenamiento
(P < 0.05), aun sin la adicién de la VE. La formacién de malonaldehido (MDA) en el
huevo aumentd con la adicion de AS en la dieta y con el tiempo de almacenamiento, aun
con la adicién de 100 mg/kg de VE (P < 0.05). Se concluye que incluir hasta 2.5% de AS
en la dieta aumenta significativamente el contenido de AGn3 en el huevo y reduce la
relacién n6:n3 en el mismo, lograndose mantenener estas caracteristicas hasta por 60 dias a
temperatura ambiente, aun sin la adicion de VE en la dieta.

Palabras clave: vitamina E, aceite de sardina, acidos grasos omega 3, estabilidad
oxidativa, gallinas.
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Introduccion

En virtud de los maltiples beneficios que los &cidos grasos omega 3 (AGn3) aportan
a la salud, existe hoy un gran interés en hacer llegar a los consumidores este tipo de
compuestos bioactivos (Burgess et al. 2000; Stak, 2000; Goodfellow, 2000; Kris-Etherton
et al. 2002; Helland et al. 2003; Chow, 2008; Simopoulos, 2008). El huevo ha resultado ser
un excelente vehiculo para lograr este objetivo, ya que es uno de los alimentos de mayor
consumo por su excelente valor nutritivo, por su precio que lo hace asequible a toda la
poblacién, por su versatilidad para ser preparado en muy diferentes formas, y por muchas
otras razones mas (Farrel, 1998; Surai y Spark, 2001; Lewis et al. 2000; Torre-Marina et al.
2012).

Con la finalidad de producir huevos con un alto contenido de AGn3, diversos
ingredientes han sido utilizados en la dieta de las gallinas (Garcia y Albala, 1998;
Gonzéalez-Esquerra y Leeson, 2000, 2001; Bourre, 2005; Carrillo et al. 2005; Yalcyn et al.
2007; Yannakopoulos, 2007; Kralik et al. 2008; Kouba y Mourot, 2011). En particular, los
aceites de pescado han sido de gran interés por su alto contenido de los acidos
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) (Hargis and Van Elswyk, 1993;
Castillo-Badillo et al. 2005; Cachaldora et al. 2006; Cornejo et al. 2008).

Sin embargo, esta misma caracteristica hace a los aceites de pescado altamente
susceptibles a la oxidacion lipidica, una de las principales vias de deterioro de los alimentos
que, por lo general, deriva en una pérdida de la calidad comercial, organoléptica y sanitaria
del alimento (Bailey, 1984; Eskin y Robinson, 2001).

En vista de ello, se ha considerado apropiado agregar antioxidante a las dietas
suplementadas con aceites de pescado (AP) a fin de reducir el riesgo de una
lipoperooxidacion y en consecuencia la perdida o descomposicon de los acidos grasos,
particularmente los de cadena larga. El antioxidante mas cominmente utilizado ha sido la
vitamina E (VE) (Chen et al. 1998; Huerta et al.2005; Surai et al. 2007). Sin embargo,
autores como Melluzzi et al. (2000) no encontraron efecto alguno sobre la composicion de
AG en el huevo cuando agregaron 50 y 100 mg/kg de vitamina E a dietas suplementadas
con 3% de AP y que por lo contrario, con 200 mg/kg de vitamina E la concentracién de los

AGnN3 en el huevo se redujo. De la misma manera, Cherian et al. (1996) encontraron que
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adicionar cantidades altas de vitamina E (367-423 ug/g) a dietas suplementadas con 3.5%
de AP redujo la concentracion de AGn3 en el huevo

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar si la composicion en acidos
grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad oxidativa del huevo se ve afectada, al
agregar 100 mg/kg de vitamina E a dietas suplementadas con 2.5% de aceite de sardina y al

mantener el huevo almacenado por un periodo de 60 dias a temperatura ambiente.

Materiales y Métodos
Obtencidn del aceite de pescado y de la vitamina E

El aceite de sardina (AS) empleado en el estudio se obtuvo en una planta
procesadora de harinas de pescado en Guaymas, Sonora, México. Estaba estabilizado con
200 ppm de butilhidroxitolueno (BHT), pero no estaba deodorizado, refinado ni
blanqueado. Se mantuvo en refrigeracion y en oscuridad hasta el momento de ser utilizado.
La vitamina E empleada para el presente estudio fue grado alimenticio (Lutavit E 50%
BASF Mexicana SA).

Formulacidn y preparacion de las dietas

La dieta base se formul6 con el programa Nutrion Windows ™ (Versién 5.0 Pro),
cubriendo las necesidades nutrimentales establecidas por el National Research Council
(NRC 1994) para gallinas ponedoras, con 15% de proteina cruda y 2785 kcal de energia
metabolizable. Fue elaborada con base sorgo-soya y sin antioxidante (Cuadro 10). Esta
dieta fungi6 como testigo (T1), mientras que de las dietas experimentales una fue
suplementada con 2.5% AS (T2), en sustitucion del aceite de soya; y a la otra se le

adicionaron, ademas del aceite de sardina, 100mg/kg vitamina E (T3).
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Cuadro 10. Composicion porcentual de la dieta base

Ingrediente kg
Sorgo grano 61.8
Pasta de soya 20.4
Carbonato de calcio 12.4
Aceite de soya 2.50
Ortofosfato 1820* 1.55
Sal (NaCl) 0.45
L-Lisina HCL 0.35
Avelut polvo 15 2 0.10
Toxisorb 0.10
Alimet 88% 0.08
Avired 0.08
Premezcla mineral * 0.05
Cloruro de colina 60 0.05
Premezcla vitaminica ° 0.05
Bacitracina 0.03
L-treonina 0.03
Antioxidante 0.00
Total 100.02
Aporte calculado

Energia Metabolizable (Mcal/kg) 2.75
Proteina cruda % 15.32
Metionina % 0.33
Met + Cis % 0.58
Lisina % 1.02
Treonina 0.63
Calcio total % 4.85
Fasforo disponible % 0.41
Sodio % 0.18
Cloro % 0.40
Colina mg/kg 1260.69
' Fosfato monobasico P 21% min, Ca 18% min, F 0.21% max, humedad 5% max.

2 Fuente natural de xantéfilas amarillas (Flor de cempasuchitl) 15 g/kg

3 Pigmento vegetal rojo: Lucantin Red como fuente de cantaxantina, 5 g carotenoides total /kg
:Minerales (mg/kg dieta): Mn 120; Zn 100; Fe 120; Cu 12; | 0.7; Se 0.4; Co 0.2; excipiente, c.b.p. 1 000

Vitaminas (por kg): A, 10 000 000 1U; D5, 3 000 000 1U; E, 20 000 1U; K3, 2.500 g; Tiamina, 2.500 g;
Riboflavina, 5 g; Niacina, 35 g; Acido pantotenico, 10 g; Piridoxina, 4 g; Acido folico, 1 g; Cianocobalamina, 10
mg; Biotina, 200 mg; excipiente cbp 1 000.
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Las dietas se prepararon cada semana, primero en una mezcladora de gusano sinfin
con capacidad para 120 kg/5 minutos, y posteriormente en una mezcladora de liston

(Howes Co Inc model 152 M) por 3 minutos a 75 rpm.

Analisis de la composicion de &cidos grasos en los aceites y dietas

En el caso de las dietas y de los aceites, previo al anlisis de acidos grasos, se hizo
una extraccion de lipidos con cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, método 923.07). El
extracto lipidico de las dietas y de los aceites, fue metilado con trifluoruro de boro al 20%
en una solucién metandlica al 2% (AOAC 2000, método 969.33). Las muestras se
inyectaron en un cromatografo de gases Varian, modelo 3380 CX equipado con un
automuestreador CP8400, detector de ionizacion de flama y columna DB23 de 30 m con un
d.i. de 0.25mm. Se utiliz6 al nitrégeno como gas acarreador a un flujo de 30 mL/min. Las
temperaturas utilizadas fueron: columna 230°C, inyector 150°C, detector 300°C. Para
calcular la concentracion de acidos grasos se utiliz6 como patron de referencia una mezcla
de estandares de acidos grasos con concentraciones conocidas (Supelco™ 37 FAME Mix
SIGMA). El &cido miristoleico fue utilizado como estandar interno. La integracion de los
resultados se hizo mediante el programa Star Chromatography Workstation vs 6.3 Varian
Associates, Inc. Los resultados se reportan en porciento del total de acidos grasos (% TAG)
(Cuadro 11).

Medicién de las variables productivas

El ensayo experimental con las aves tuvo lugar en el Centro Experimental de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM), ubicado en Santiago, Zapotitlan,
Delegacion Tlahuac, Distrito Federal. El clima de la region es templado subhimedo, con
una precipitacion anual de 747 mm, siendo enero el mes mas frio y mayo el mas caluroso.
Para cada tratamiento se utilizaron 60 gallinas Bovans White de 75 semanas de edad, con 5
réplicas de 12 aves cada una, constituyendo cada réplica la unidad experimental. A cada
grupo de gallinas le fue asignada aleatoriamente una de las dietas experimentales. El ensayo

tuvo una duracion de 4 semanas, con una semana previa de acostumbramiento y un
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Cuadro 11. Composicion en acidos grasos de los aceites y las dietas

Aceite Aceite Dieta Dieta Dieta

Acido graso (% TAG) de soya sardina  testigp  con AS  AS+VE
Miristico (C14:0) 0.11 6.09 0.24 3.46 3.60
Palmitico (C16:0) 10.77 18.54 13.03 17.01 16.80
Heptadecanoico (C17:0) 0.10 0.56 0.12 0.35 0.36
Estearico (C18:0) 4.22 3.82 3.86 3.27 3.09
Araquidico  (C20:0) 0.31 0.29 0.26 0.22 0.22
Total AGS 15.51 29.30 17.51 24.31 24.07
Palmitelaidico (C16:1) 0.00 0.13 0.08 0.10 0.09
Palmitoleico (C16:1) 0.18 7.47 0.44 411 4.12
cis10-heptadecenoico (C17:1) 0.07 0.99 0.07 0.29 0.35
Oleico (C18:1) 21.91 12.20 27.78 20.41 20.35
cis-vaccenico (C18:1) 0.83 3.06 0.72 2.23 2.22
Eicosenoico (C20:1) 0.22 2.17 0.28 1.32 1.15
Total AGM 23.21 26.02 29.37 28.45 28.28

Linoléico (C18:2 n6 LA) 53.23 13.70 43.71 20.36 21.89
Gama-linolénico (C18:3 n6 GLA) 0.06 0.31 nd 0.14 0.15
Alfa-linolénico (C18:3 n3 ALA) 6.95 0.99 4.54 1.60 1.57
CLAc9,t11y c11,t9 (C18:2) 0.03 2.55 nd 1.33 1.36
CLA110,c12 (C18:2) 0.00 0.29 nd 0.09 0.12
cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 0.05 0.25 0.04 0.11 0.10
cis-11,14,17eicosatrienoico  (C20:3) 0.10 0.18 0.04 0.06 0.04
Araquidonico (C20:4 n6 AA) 0.00 0.75 0.19 0.45 0.41
Eicosapentaenoico (C20:5 n3 EPA) 0.40 14.20 0.30 8.05 8.07
Docosapentaenoico (C22:5 n3 DPA) 0.00 1.57 nd 1.08 1.07
Docosahexaenoico (C22:6 n3 DHA) 0.04 10.26 0.07 6.11 6.05
Total AGPI 60.86 45.05 48.89 39.38 40.83

Total n6 53.29 14.76 43.90 20.96 22.45
Total n3 7.39 27.02 491 16.83 16.76
n6:n3 7.2:1 0.6:1 8.9:1 1.2:1 1.3:1
Lipidos totales (g/100g) 4.35 4.25 4.43

El total de estos valores no da 100% porque acidos grasos menores no estan reportados.

TAG- Total de acidos grasos AGS — Acidos grasos saturados,

AGPI- Acidos grasos poliinsaturados
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programa de 16 horas de luz. Agua y alimento fueron suministrados ad libitum. Se llevé un
registro diario del consumo de alimento, produccién de huevo y peso del huevo. Al final de
cada semana se hizo un resumen semanal de las variables antes mencionadas, asi como, de la
masa de huevo y conversion alimenticia.

El estudio se condujo en conformidad con las politicas establecidas por el Comité de
Etica para el Cuidado de los Animales, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Evaluacion del color de la yema con el Abanico Roche

Al final de la cuarta semana de experimentacion se tomaron al azar 25 huevos de
cada tratamiento (5 por réplica) para medir el color de la yema, de acuerdo a los valores del
abanico colorimétrico Roche, cuyos valores van del 1 al 15, correspondiendo el nimero 1 a

un color amarillo muy péalido y el 15 a un amarillo-naranja muy intenso.

Evaluacion sensorial del huevo

Al final de las cuatro semanas de experimentacion, se realizdO una prueba de
evaluacion sensorial en cabinas individuales en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial del
Depto. de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos del INCMNSZ. Se aplicé una prueba
afectiva para medir el grado de aceptacién por el sabor del huevo y el color de la yema
(Anzaldta-Morales, 1994). En los dos casos se utilizé una escala ordinal de cinco puntos.
Participaron 30 jueces no entrenados, de ambos sexos, consumidores habituales de huevo.
a) Sabor del huevo

De cada tratamiento se tomaron al azar 8 huevos, se revolvieron y frieron en una
sartén con aceite en aerosol (PAM™?). En ninguno de los casos se adicion6 sal u otro
sazonador. A cada tratamiento se le asignd una clave de tres digitos, tomados de una tabla
de numeros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

En una charola, se colocd un plato con las diferentes muestras de huevo revuelto,
junto con una pieza de pan blanco y un vaso de agua (que entre muestra y muestra deberia

consumir el panelista a fin de eliminar sabores residuales) y un cuestionario para indicar el
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grado de aceptacion para cada una de las muestras. Dentro de la cabina se utiliz6 luz roja
para evitar que el panelista se dejara influir por el color del huevo al evaluar el sabor del

mismo.

b) Color de la yema

Se tomo6 un huevo de cada tratamiento, cada yema se colocd en recipientes de
plastico transparente sobre un fondo blanco, asignando a cada yema una clave de tres
digitos (diferente a la empleada en la evaluacion del sabor), tomados de una tabla de
nameros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

A cada panelista se le entregaba una charola con las yemas de los diferentes
tratamientos a evaluar. Junto con ello se les daba un cuestionario donde indicaban el grado
de aceptacion por el color de la yema de cada tratamiento, de acuerdo a la escala de cinco
puntos que ahi se sefialaban. Dentro de la cabina se utiliz6 luz blanca.

Se cerr0 la ventanilla de la cabina (para permitir la concentracion del panelista) y se
espero la sefial (luz de color rojo) que indicaba que habia concluido su evaluacion. En ese

momento se abria la ventanilla para recoger los cuestionarios.

Analisis de la composicidn en &cidos grasos del huevo

Al final de la cuarta semana de experimentacién se tomaron al azar 30 huevos de
cada tratamiento (6 por réplica). 10 de ellos se mezclaron con una batidora para formar un
“pool”, de alli se tomaron 10 alicuotas de 1 g para realizar la extraccion lipidica con
cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, metodo 923.07) y metilar los acidos grasos con
trifluoruro de boro al 20% en una solucion metanolica al 2% (AOAC 2000, método 969.33)
(Anexos 10.3 y 10.4). Las 20 piezas restantes de cada tratamiento, se conservaron a
temperatura ambiente (20°C), para efectuar estos mismos analisis a los 30 y 60 dias
siguientes. Las muestras se inyectaron en un cromatégrafo de gases Varian, modelo 3380
CX equipado con un automuestreador CP8400, detector de ionizacion de flama y columna
DB23 de 30 m con un d.i. de 0.25mm.

93



Determinacion de la oxidacion lipidica mediante la prueba de TBARS

En la cuarta semana de experimentacion se tomaron de cada tratamiento 30 huevos.
Al siguiente dia, después de la recoleccion, a 10 de ellos se les determin6 el grado de
oxidacion lipidica en yema, utilizando el método del acido tiobarbitdrico (TBARS) (Salih
et al. 1987; Botsoglou et al.1994). Las 20 piezas restantes se conservaron a temperatura

ambiente (20°C), para efectuar el mismo anélisis (n=10) a los 30 y 60 dias siguientes.

Disefo Experimental del Estudio

El estudio fue prospectivo, comparativo y experimental. EI modelo estadistico
utilizado para las variables productivas y el color de la yema fue conforme a un disefio
completamente al azar, siendo el siguiente:

Yij=p+Ti+&jj donde:

Yij = Valor de la variable de respuesta en el tratamiento i, repeticion j.

M = media general
L i = Efecto del tratamiento i.

f;ij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.

El disefio empleado para la concentracién de lipidos totales, &cidos grasos y
malonaldehido (MDA) en el huevo, fue uno completamente al azar, con arreglo factorial
2x3, donde los factores a considerar fueron la dieta (testigo y experimental) y el tiempo de
conservacion del huevo (0, 30 y 60 d) a temperatura ambiente. EI modelo estadistico
asociado a este disefio fue el siguiente:

Yijk = u + Ai + Bj + Ai*Bj + Cijk
donde:

Yijk = Variable de respuesta debido al efecto de la dieta y el tiempo de
conservacion

| = media general

Ai = Efecto de la i-ésima dieta

Bj = Efecto del j-ésimo tiempo de conservacion

Ai*Bj = Interaccion entre la dieta y el tiempo de conservacion

&ij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.
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Anélisis estadistico

Los datos de las variables productivas y el color de la yema se analizaron mediante
un analisis de varianza para un disefio completamente al azar y la comparacion de las
medias se realizd con la prueba de Tukey (P<0.05), utilizando el PROC ANOVA de SAS
(SAS, 2008) .

Los datos obtenidos en la prueba de evaluacion sensorial se analizaron mediante la

prueba no parametrica de rangos de Wilcoxon con una significancia de 0.05 (SAS, 2008).

Los datos de las variables: concentracion de lipidos totales, acidos grasos y MDA en
el huevo se analizaron conforme a un disefio completamente al azar con arreglo factorial
2x3, siendo un factor la dieta y el otro el tiempo. Se utiliz6 el PROC GLM de SAS (SAS,
2008) para el analisis de los datos. La comparacion entre medias se hizo con la prueba de
Tukey (P<0.05).

Resultados
Aceite de soya

Los AG que predominaron en este aceite fueron los poliinsaturados (AGPI),
contribuyendo el acido linoleico (C18:2 n6 LA) con 87% y el a- linolénico (C18:3 n3
ALA) con 11%; seguidos por los monoinsaturados (AGM), donde el oleico (C18:1 n9)
contribuy6 con 94%; y por altimo los saturados (AGS), en cuyo caso el palmitico (C16:0)
constituyo casi el 70% del total y el estedrico 25%. Predominaron en este aceite, los n6
mas que los n3 (53% vs 7%) (Cuadro 11).

Aceite de sardina
La composicion en AG de este aceite difirid considerablemente del aceite de soya.
En el de sardina predominaron los n3 mas que los n6 (27% vs 15%), siendo el EPA y DHA,

los AGn3 representativos de este aceite (Cuadro 11).
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Composicion de las dietas

En la dieta testigo (T1), predominaron los AGn6 (44%), principalmente el LA,
manteniendo una relacion n6:n3 muy alta de 9:1. De los AGn3, el ALA estaba presente en
baja concentracion (4.5%) y solo trazas de EPA y DHA (Cuadro 11).

Las dietas de los tratamientos T2 y T3, que incluian aceite de sardina, tenian una
menor concentracion de AGn6 que la dieta T1 (21% y 22% respectivamente vs 44%), pero
una mayor concentracion de AGn3 (17% y 18% respectivamente vs 5%), principalmente de
EPA y DHA. En estas dietas la relacion n6:n3 fue de 1:1.

Variables productivas

Adicionar 100 mg/kg de vitamina E a dietas suplementadas con 2.5% no corrigié
los problemas que se observaron en las variables productivas cuando se suplemento la dieta
con el aceite de pescado (como la disminucion en la produccion y masa de huevo y
conversion alimenticia (P > 0.05) y el color de la yema tampoco se vio afectado en forma

alguna (Cuadro 12).

Cuadro 12. Variables productivas y color de yema obtenidos al suplementar la dieta
para gallinas ponedoras con aceite de sardina y vitamina E

T1 T2 T3
Consumo de alimento (g/ave/d) 115.00 £ 7.13 110.41 +10.26 115.11 +6.45
Produccion de huevo (%) 84.31+752a 77.28+7.64b 80.14+5.61b
Peso de huevo (g) 67.25+1.78 66.64 + 4.33 65.47 + 3.80
Masa de huevo (g) 56.77 = 6.07 51.60 + 6.84 52.53 £ 4.99
Conversion alimenticia 2.06 +0.22 2.28+0.41 2.21 £0.28
Color de yema 8.74+1.11b 9.60+0.49a 9.72+0.63a

a, b En cada renglén, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)
T1- dieta base (DB), T2- DB + aceite de sardina, T3- DB+aceite de sardina + vitamina E

Evaluacion sensorial

La aceptacion por el sabor del huevo no se vio afectado por la adicion de VE
(P>0.05) a la dieta suplementada con AS, pero el color de la yema si (P<0.05). Los
panelistas mostraron una mayor aceptacion por el color de la yema cuando la VE fue
adicionada a la dieta suplementada con AS. En comparacion con las yemas del tratamiento

con solo la DB, estas tltimas les parecieron mas palidas (Figura 13).

96



160
a
140 a
120
100 b
80
60
40
20
0
COLOR SABOR
mTl arn2 a3

b En cada variable, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)
T1- dieta base (DB), T2- DB + aceite de sardina, T3- DB +aceite de sardina + vitamina E

Figura 13. Aceptacion por el color de la yema y sabor del huevo cuando a la dieta
suplementada con aceite de sardina se le adicion6 vitamina E (total de puntos)

Acidos grasos en el huevo

El contenido de lipidos totales en el huevo permanecié constante en todos los
tratamientos (P>0.05) a lo largo de los 60 dias en que éste se mantuvo conservado a
temperatura ambiente (Cuadro 13). Excepto en el T3 que presento el valor mas bajo en el
dia 0.

La concentracion total de AGS en T1 (DB) practicamente permanecié sin cambio
durante los 60 dias (P>0.05). En T2 (DB+AS), disminuyd 1.3% a los 60 dias, con respecto
al dia 30 (P<0.05). En T3, la concentracion total de los AGS a los 60 dias se increment6
3.5% con respecto al dia 30 (P<0.05), dicho incremento estuvo dado principalmente con el

acido palmitico (Cuadro 13).

En el caso de los AGM, la concentracion en la yema de T1 fue superior en el dia 60,

con respecto al dia 0 (P<0.05). Cuando la dieta fue suplementada con AS (T2) el contenido
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de los AGM no difirié significativamente durante los 60 dias de conservacion (P>0.05),
excepto el &cido palmitico, el cual se redujo a los 30 y 60 dias de conservacién (P<0.05).
Sin embargo, cuando a esta dieta se le adicion6 VE, la concentracion total de AGM se
redujo significativamente el dia 60, con respecto al dia 0 (P<0.05), particularmente en el
acido oleico la reduccién fue de 6.3% (P>0.05).

En el caso de los AGPI, hubo una reduccion en la concentracion de los &cidos
linoleico, y-linolenico y a-linolenico (P<0.05), a los 60 d de conservacion en T1. El resto
de los AG no mostraron cambios significativos a lo largo del periodo (P>0.05). Cuando la
dieta fue suplementada con AS, la concentracion de los AGPI en general mostrd los
valores mas altos en el dia 60 (P<0.05), y este mismo comportamiento se observé cuando
VE fue adicionada a esta dieta (P<0.05).

La concentracién de AGn3 en el huevo se incrementd mas de un 250% cuando la
dieta fue suplementada con AS (P<0.05), y fue todavia aun mayor la concentracién en la

yema, cuando la VE fue adicionada a la dieta (P<0.05).

La relacion n6:n3 en el huevo, se redujo signficativamente cuando la dieta fue
suplementada con AS, pasando de 11:1 a 2:1 (P<0.05) y cuando se adiciond VE la relacion
continu6 siendo de 2:1. La relacion n6:n3 permaneci6 constante durante todo el periodo de

60 dias, en cada uno de los tratamientos (P<0.05).
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Cuadro 13. Contenido de lipidos totales y acidos grasos en el huevo conservado durante varios dias a temperatura ambiente
al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina y vitamina E en forma combinada

Tl T2 T3

Componente quimico 0 30 60 0 30 60 0 30 60
Lipidos totales (g/100g)* 11.74ba 11.49ba 11.34b 1141ba 1158ba 11.60ba 10.71¢  1191a 11.82 ba
Acidos grasos (%TAG)?

Miristico (C14:0) 0.34f 0.38e 0.35fe 0.48d 0.54 bc 0.52c 0.48d 0.56 ba 0.57a
Palmitico (C16:0) 24,62 f 2488e 2489%e 26.90a 26.40 b 26.06 ¢ 25.76 d 25.72d 26.81a
Estearico (C18:0) 8.57b 8.88a 8.45¢ch 7.95f  83lcde 8.22de 8.34 cd 8.15¢e 8.27 de
Total AGS 33.53f 34.14e 33.69f 35.34b 35.25b 34.80c 34.58 dc 34.43d 35.65a
Palmitoleico (C16:1) 2339 234g  255f 36la 3.31d 3.40¢ 3.24 ed 3.22¢e 352b
Oleico (C18:1) 4090 c 4093c 42.15b 42.66 b 42.63b 42.64b 4397 a 4342 a 41.18 ¢
Cis-vaccénico (C18:1) 1.57 bc 150¢ 147¢ 1.87a 1.71ba 1.80a 1.76 ba 1.72 ba 1.89a
Total AGM 4480 e 4477e  46.17d 48.14bc  4765c 47.83bc 48.96 a 48.36 ba 46.59d
Linoleico (C18:2 LA) 1595a 16.03 a 139b 9.46 d 9.85¢c 9.52d 8.95e 9.07e 9.76 dc
y-linolénico (C18:3 GLA) 0.13b 0.15a 0.04 f 0.06 dc 0.05 de 0.05 fe 0.06 d 0.06 de 0.08¢c
a-linolénico (C18:3 ALA) 0.65a 0.67 a 0.52b 0.37dc 0.38¢c 0.37 dc 0.33d 0.36 dc 0.38¢c
Araquidonico (C20:4 AA) 1.82 ba 1.80b 190a 0.65¢c 0.63 ¢ 0.71c 0.69c 0.69c 0.70c
Eicosapentaenoico (C20:5 EPA) 0.00 f 0.04¢ 0.02¢ 0.41d 0.39d 0.53b 0.50¢ 0.50¢ 0.57a
Docosapentaenoico (C22:5 DPA n6) 0.33a 0.31b 0.35a 0.03¢c 0.00d 0.03¢ 0.03c 0.03¢c 0.03¢
Docosapentaenoico (C22:5 DPA n3) 0.1le 0.11e 0.12e 0.35d 0.38¢c 0.39 bc 042a 0.40 ba 0.40b
Docosahexaenoico (C22:6 DHA n3) 0.84d 0.85d 0.92d 3.12¢ 3.08¢ 3.26 be 3.17 bc 3.38 ba 3.58a
Total AGPI 19.84 a 1995a 17.77b 14.46ef 1476ed 14.85d 1414 f 14.49 edf 1549c¢c
Total n6 18.24a 18.29a 16.18b 10.20d 10.53¢  10.30dc 9.73e 9.85e 1057 ¢
Total n3 1.60e 1.66e 159e 4.26d 4.23d 4.55 cb 4.42 cd 4.64b 492 a
n6:n3 1141a 11.03a 10.20 b 242¢c 2.50c 2.27¢c 2.23¢C 212c¢c 2.15¢

“en 100 g de huevo completo (yema+clara), “TAG=total de acidos grasos

a, b, c, d,e,f En cada renglon, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)
T1- dieta base (DB), T2- DB + aceite de sardina, T3- DB + aceite de sardina + vitamina E
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Malondialdehido (MDA) en yema

Independientemente de que las dietas hayan sido o no suplementadas con AS, hubo
formacion de MDA en la yema desde el primer dia en que se mantuvo el huevo conservado
a temperatura ambiente (P<0.05). A los 30 dias la concentracién de este compuesto en
todos los tratamientos aumentd en forma significativa (P<0.05); sin embargo, en los dos
tratamientos donde la dieta habia sido suplementada con AS, la concentracion de MDA fue
aun mayor (P<0.05). Adicionar vitamina E no redujo la formacion de MDA en el huevo
(P<0.05). Contrario a lo esperado, a los 60 dias, la concentracion de MDA disminuy6
significativamente en los tres tratamientos, con respecto a los dias 0 y 30 (P<0.05) (Figura
14).

nmol/mL

25

2 ba

15

0 30 60
mTlL OT2 @3

20 En cada variable, literales distintas indican diferencia estadistica (P<0.05)

T1- dieta base (DB), T2- DB + aceite de sardina, T3- DB +aceite de sardina + vitamina E
Figura 14. Concentracion de MDA (nmol/mL) en la yema de huevos conservados durante varios dias

a temperatura ambiente al suplementar la dieta de las gallinas con aceite de sardina junto con vitamina E
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Discusion
Aceite y Dietas

El perfil de AG del aceite de sardina (AS) utilizado en el presente estudio, resulto
similar a lo reportado por otros autores (Gamez-Meza et al. 1999; Ackman, 2005; Bandarra
et al. 2007; Noriega-Rodriguez et al. 2009).

El hecho de que el AS tuviera mas EPA (C20:5 n3) que DHA (C22:6 n3) concuerda
con lo hallado por otros autores en especies grasosas semejantes a la sardina, tal es el caso
de los aceites crudos de sabalo (EPA fluctua entre 11.1% - 16.3% y el DHA de 4.6% -
13.8%), de arenque americano (EPA varia entre 3.9 - 15.2% y DHA 2.0 -7.8%) (Stansby,
1991); de anchoas (EPA 22% y DHA 9%) y de menhaden (EPA 21% y DHA 7%). Los
aceites de atan por lo contrario, tienen mas DHA (21%) que EPA (8%) (Bimbo, 1999;
Cachaldora et al. 2006).

En consecuencia, y como era de esperarse, las dos dietas que incluian aceite de
sardina, tenian mas EPA (3.6-3.9%) que DHA (0.43-0.51%).

Variables productivas

Los resultados obtenidos al suplementar la dieta con AS, concuerdan con lo
informado por Cachaldora et al. (2006,2007), quienes no encontraron efecto alguno sobre el
consumo de alimento y peso del huevo al suplementar la dieta de las aves con diferentes
tipos de aceites de pescado y diferentes niveles de inclusion del mismo (1.5%, 3%, 4.5% y
6.0%).

Cornejo et al. (2008) y Cherian et al. (2007) no encontraron cambios en las
variables productivas al incorporar 6% de AP en el primer caso; asi como 0.25% y 0.5% de
AP en el segundo caso. Pappas et al. (2006) observaron una reduccion en el peso del huevo
al suministrar a las aves, dietas suplementadas con 5.5% de aceite de pescado. Cherian
(2008) informa un decremento en el peso del huevo y en el color de la yema al adicionar
3.5% de aceite de pescado a la dieta.

Otros autores observaron una reduccién tanto en la produccion como en el peso del
huevo, al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de pescado (Hargis y Van

Elswyk, 1993; Cloughley et al.1997; Maurice, 1994; Gonzalez-Esquerra y Leeson, 2001;
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Surai y Spark, 2001), con 4.8% de una microalga marina con alto contenido de DHA
(Herber—McNeill y Van Elswyk, 1996), y cuando han utilizado al cebo (5 a 7%) como
unica fuente de grasa en dietas para gallinas ponedoras (Watkins y Elkin 1992, Grobas et
al. 2001, Gonzélez-Mufioz et al. 2009).

Algunos autores atribuyen estos efectos al hecho de que los AGn3 reducen la
cantidad de lipidos y estradiol en suero (lo que limitaria la disponibilidad de lipidos para la
formacion de yema) (Van Elswyk 1997a; Gonzélez-Esquerra y Lesson, 2001; Cachaldora
et al. 2006); o al hecho de que al suministrar en la dieta ingredientes con alto contenido de
AGn3, se reduce en el plasma la concentracion del acido linoleico (C18:2 n6), el cual es de
gran importancia en la produccion de la PGE,, hormona involucrada en el proceso
reproductivo (Hertelendy and Biellier, 1978; Hudelson and Hudelson, 1996; Simopoulos,
2006, 2008; Lee y Hwang, 2008).

Otros autores también han sugerido, que al suplementar las dietas con aceite de
pescado con el fin de enriquecer el huevo con AGn3, las reservas naturales de vitamina E
(vitamina relacionada estrechamente con el proceso reproductivo) en el ave, se agotan
rapidamente ya que estos AGn3 son mas proclives a la oxidacion y en consecuencia el ave
hace uso de toda la vitamina E para protegerlos. Por lo que sugieren aumentar la cantidad
de vitamina E en la dieta cuando esta es suplementada con aceites de pescado (Surai y
Spark, 2000; Surai, 2003).

En el presente estudio, adicionar vitamina E a la dieta con AS no contribuyd en
forma alguna a corregir los problemas observados en la produccion de huevo, lo que
concuerda con lo informado por Melluzzi et al. (2000) quienes tampoco observaron mejora
alguna en las variables productivas, cuando suministraron a gallinas ponedoras dietas
suplementadas con 3% de aceite de pescado y vitamina E en tres diferentes concentraciones
(50, 100 y 200 mg/kg).

Coloracion de la yema
El aumento en la coloracion de la yema cuando la dieta fue suplementada con AS,
seguramente se debid a la presencia de pigmentos en el aceite de pescado, los cuales varian

de acuerdo a la alimentacion de los peces (Bailey, 1984; Roldan-Libenson et al. 1999). En
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el caso de la sardina, su principal alimento es el fitoplancton (Cellamare y Gémez, 2007), el
cual posee pigmentos tales como clorofila, antocianinas, luteina, diatoxantina,
diadinoxantina, prasinoxantina, fucoxantina, peridinina, zeaxantina y violaxantina (Millan
et al. 2004). Por lo tanto, en el aceite de sardina seguramente estos pigmentos estaban
presentes y las xantofilas fueron depositadas en la yema de huevo.

Esto es de gran interes no solo para el avicultor sino también para el consumidor, ya
que como sefiala Clydesdale (1998) la apariencia visual, especialmente el color, es la
caracteristica mas importante de los alimentos que determina ser seleccionado para su
consumo. Sin embargo, los beneficios de incrementar la coloracion de la yema a través de
carotenoides naturales van mas alla del atractivo visual. Estudios realizados por Chung et
al. (2004) y Goodrow et al. (2006) revelan que los pigmentos presentes en la yema de
huevo, principalmente luteina y zeaxantina, tienen una alta biodisponibilidad en el humano
y son importantes en la prevencion de cataratas y degeneracién macular en la retina.

Por otra parte, el hecho de que las yemas hayan estado mas pigmentadas en los dos
tratamientos que incluian AS es un aspecto positivo que indica que dicho aceite estaba en
buenas condiciones; ya que cuando existe un proceso de oxidacion, las propiedades
cromdgenas pueden reducirse, pues los carotenoides estan formados por cadenas
hidrocarbonadas altamente insaturadas (Bailey, 1984; Clydesdale, 1998).

El haber adicionado vitamina E a la dieta suplementada con AS no incrementd mas

la pigmentacion de la yema.

Evaluacion sensorial

El hecho de que no se haya detectado diferencia entre los dos tratamientos, en el
grado de aceptacion por el color de la yema, aun cuando las yemas del T2 (DT+AS)
estaban mas pigmentadas, pudiera deberse a dos razones. La primera es que la prueba
utilizada era subjetiva, por lo que los resultados estan dados en base a la apreciacion visual
de cada panelista lo que origina una amplia variacion. Por lo mismo, seria recomendable
aumentar el nimero de participantes. En segundo lugar, pudiera ser indicativo de que el
aceite utilizado en el presente estudio era de buena calidad, procesado a partir de pescado

fresco y estaba protegido con antioxidante.
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El que no se haya afectado el sabor del huevo al suplementar las dietas con AS,
concuerda con lo observado por Garcia-Rebollar et al.(2008) cuando suplement6 dietas con
1.5y 1.7% de aceite de pescado. Pero difiere de los resultados obtenidos por Adams et al.
(1989) y Van Elswyk et al. (1992), donde los panelistas detectaron un sabor desagradable
cuando la dieta de las aves fue suplementada con 6% Yy 3% de aceite de menhaden,
respectivamente. Van Elswyk et al. (1995) hallaron un mayor contenido de compuestos
volatiles de bajo, mas que de alto, peso molecular en huevos de gallinas cuyas dietas fueron
suplementadas con aceite de menhaden, atribuyendo a estos la imparticion de un sabor
desagradable al producto.

Gonzalez-Esquerra y Leeson (2000) hallaron que aun deodorizando el aceite de
menhaden, el huevo adquiere el caracteristico sabor a pescado. Bailey (1984) asocia el olor
y sabor a pescado con la presencia de compuestos nitrogenados y glicéridos altamente
insaturados y como consecuencia de la combinacion quimica de estos compuestos, durante
la oxidacién de los glicéridos. También menciona que la presencia de aldehidos de peso
molecular medio, en particular de los aldehidos caprilico y caprinico, formados por la
oxidacion y ruptura de una cadena de AG, pueden ser la causa de dichos efectos en el
huevo.

Otros autores consideran que el olor y sabor a pescado que el huevo adquiere
cuando la dieta de las aves es suplementada con aceite de pescado, se debe a la reduccion
del oxido de trimetilamina y/o a la autooxidacion de los AGn3, ya que estos son muy
susceptibles a oxidarse (Belitz y Grosch, 1997; Surai y Spark, 2001; Eskin y Przybylski,
2001). Este efecto no solo ha sido observado con los aceites de pescado, sino también
cuando la dieta ha sido suplementada con linaza (Leeson et al. 1998; Surai y Spark, 2001).

En el presente estudio, adicionar vitamina E a las dietas suplementadas con AS no
afectd de manera alguna el sabor del huevo, lo que resulta muy importante; ya que Leeson
et al. (1998), encontraron que usar niveles altos de VE (100 mg/kg) en la dieta de las aves
puede acentuar los sabores desagradables en el huevo, cuando la dieta de las aves es
suplementada con linaza o aceites de pescado, reduciendo su aceptabilidad por parte de los

consumidores.
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Acidos grasos en la yema de huevo

El que la cantidad de lipidos totales en el huevo no haya sido afectada por el tipo de
dieta concuerda con lo informado por Cherian et al. (1996), quienes al incorporar 3.5% de
aceite de menhaden, aceite de palma, aceite de lino o aceite de girasol a dietas para gallinas,
no observaron cambio alguno en el contenido de lipidos en la yema. De igual manera Van
Elswyk et al. (1992) y Castillo-Badillo et al. (2005) no detectaron diferencias en el
contenido de lipidos totales cuando suplementaron la dieta con 3% de aceite menhaden y
con 1y 2% de ceite de atun, respectivamente. Esto indica que independientemente de la
fuente (vegetal o marina) que se emplee para incrementar los AGn3 en el huevo, la cantidad
total de lipidos no se verd modificada, pero si la composicion en &cidos grasos.

Aunque la composicion en acidos grasos del huevo, en general, fue un reflejo de la
composicion de las dietas; hubieron algunas excepciones. La primera es que aun cuando
las dietas con AS, tenian 26% menos acido oleico que la dieta testigo, en el huevo la
concentracion de este AG no solo se incrementd, sino hasta super6 en 4.5% mas su
concentracion, con respecto al huevo del T1.

El segundo cambio notable fue que las dietas con AS tenias 137% mas
araquidonico que la dieta testigo, pero en el huevo la concentracién de este acido se redujo
64%, en comparacion con T1. Melluzzi et al. (2000), observaron éste mismo
comportamiento (25.54 vs. 67.72 mg/egg de AA) como consecuencia de la suplementacion
con aceite de pescado; pero también observaron un incremento de todos los &cidos grasos
n-3 en la yema; particularmente EPA (19.53 vs. 0.74 mg/egg) y DHA (143.70 vs. 43.66
mg/huevo).

Un tercer aspecto fue que las dietas con AS existia una mayor concentracion de
EPA que DHA, sin embargo en el huevo sucedi6 lo contrario, habia mas DHA que EPA.
Esto concuerda con lo observado por Huang et al. (1990) quienes informan que al
suplementar la dieta de las gallinas con 3% de aceite de menhaden (11% EPA 'y 9% DHA),
hay una mayor deposicion de DHA en la yema (29 vs 192 mg de EPA y DHA
respectivamente). La explicacion a ello pudiera estar relacionada con el metabolismo de los
AGnN3 en las aves, donde al parecer existe una mayor preferencia de las enzimas para

depositar DHA en los tejidos, asi como una mayor eficiencia de retencion del DHA en los
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mismos, tal como ocurre en el humano (Spreecher et al. 1995; Gonzélez-Esquerra Yy
Lesson, 2001; Alvarez et al 2004).

Esto no quiere decir que el EPA sea menos importante, ambos cumplen funciones
diferentes. A partir del EPA se forma una amplia variedad de compuestos biologicamente
activos conocidos como eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos), potentes reguladores
de la actividad biologica; este AG es capaz de ser elongado a &cido docosapentaenoico
(C22:5 n3 DPA) y este a su vez a DHA (C22:6 n3). EI DHA, por su parte, puede ser
retroconvertido a EPA, siendo su aspecto mas significativo ser el principal componente
estructural en las membranas celulares del sistema nervioso y de la retina. En éstas puede
constituir aproximadamente el 60% de los AGPI presentes y es tal su importancia que
algunas investigaciones sefialan que una deficiencia de este acido graso puede dar origen a
algunas anormalidades funcionales (Rice, 1999).

El que la relacion n6:n3 en el huevo se redujera notablemente al suplementar la
dieta con AS, pasando de 11:1 a una de 2:1, resulta ser de gran importancia, ya que
habitualmente el huevo comercial tiene una alta proporcion de n6, y un bajo contenido de
n3 (9:1)(Surai y Spark, 2001; Seuss-Baum, 2007), similar a una tipica dieta occidental
(10:1), lo cual se asocia con un incremento en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, ciertos tipos de canceres, etc. (Gebauer et al. 2008). La relaciéon n6:n3
recomendada en una dieta habitual va de 1:1 a 4:1 (Yannakopoulos, 2007), ya que como se
sabe, los n6 y los n3, son dos clases de AGPI metabdlica y funcionalmente distintos con
efectos fisioldgicos opuestos, por lo que mantener un balance adecuado n6:n3 es de gran
importancia, ya que ambos compiten por las mismas enzimas. Al parecer, los n3 son
preferidos por las enzimas delta-desaturasas (Surai y Spark, 2001).

Por otra parte, es importante sefialar que la razon por la cual la cuantificacion de los
acidos grasos se realizd hasta la cuarta semana fue que la incorporacion de AGn3
procedentes de la dieta, en la yema es un proceso gradual. A a los 9 dias de
experimentacion se empiezan a notar los cambios en la composicion de los AG en la yema
y es a partir de los 21 dias que la concentracion de los AG se estabiliza (Cherian, 2007;
Seuss-Baum, 2007). Yu y Sim (1987) suplementaron la dieta de las gallinas con diferentes

niveles de inclusion de aceite de salmon, alcanzando la maxima incorporacion de los n3 a
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los 8 dias. Lin et al. (1995) suplementaron la dieta con 1.5% de aceite de menhaden y
diariamente, por un periodo de 14 dias, registraron la concentracion de n3 en la yema, los
resultados mostraron que a los 14 dias la composicion de AG en el huevo habia sido
modificada. Van Elswyk (1997a) alimento a las aves con diferentes niveles de aceite de
menhaden observando una deposicién gradual de n3 de la semana 0 a la 3, estabilizandose
el contenido y la composicion entre las semanas 3 y 4. Los tratamientos con los mas altos
niveles de aceite de menhaden (AMH) alcanzaron mas pronto el plateau, que los
tratamientos con bajos niveles. Despues de remover las dietas experimentales, el contenido
de n3 en las yemas disminuy6 20% durante las dos primeras semanas, en la tercera se
mantuvo constante y en la semana 4, los tratamientos con 0.5, 1% y 1.5%, alcanzaron los
mismos valores que el grupo testigo.

Adicionar vitamina E a las dietas suplementadas con AS redujo 2.15% la
concentracion de los AGS e incremento la de los AGM 1.7% en el huevo. El total de AGPI
y en particular los AGn3 asi como la relacion n6:n3 se mantuvieron sin cambio. Esto
concuerdan con lo observado por Melluzzi et al. (2000) quienes tampoco encontraron
efecto alguno sobre la composicion de los AG en el huevo cuando adicionaron 50 ¢ 100
mg/kg de VE a dietas suplementadas con 3% de aceite de pescado. Algunos autores lo
atribuyen al hecho de que los huevos son altamente resistentes a la oxidacién lipidica
porque dentro de un sistema cerrado el cual contiene en forma natural antioxidantes tales
como la vitamina E, la ovotransferrina, la fosvitina, carotenoides, etc (Ping y Peng, 1985;
Guerin-Dubiard et al. 2007).

Efecto del tiempo sobre la composicién en AG del huevo almacenado a temperatura
ambiente

La formacion de MDA, tanto en el tratamiento T1 como en los que se suplemento
con AS, indica que desde el momento en que el huevo se expone a factores externos como
la luz y la temperatura, se inicia el proceso oxidativo. Pero el hecho de haya una mayor
cantidad de MDA en el T2, también demuestra que suplementar la dieta con AS favorece
aun mas la formacion de radicales libres (RL), y que adicionar VE ayuda solo en un primer
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momento a detener el proceso oxidativo, pues a los 30 dias la concentracion de MDA en el
huevo del tratamiento T3 fue igual al tratamiento que tenia AS pero no VE.

Por otra parte, el hecho de que el perfil de acidos grasos en general se haya
mantenido constante durante los 60 dias en que se mantuvo el huevo a temperatura
ambiente (20 C) concuerda con lo sefialado por otros autores quienes sefialan que el perfil
de AG de huevos enriquecidos con AGn3 no se altera durante el cocimiento (Van Elswyk
et al.1992) o durante siete semanas de almacenamiento a 25 C (Oku et al. 1996). Aymond
y Van Elswyk (1995), tampoco observaron cambios en los valores de TBARS en huevos
enriquecidos con n3, cuando aceite de linaza fue incluido en la dieta de las aves, en
comparacion con el grupo testigo.

Otros en cambio, informan un incremento en la susceptibilidad a la oxidacion
durante al almacenamiento y cocimiento del huevo (Cherian et al., 1996).

Marshall et al. (1994) notaron que en el huevo fresco de gallinas cuya dieta habia
sido suplementada con 1.5% de aceite de menhaden, presentaba mayor concentracion de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) que en el huevo de gallinas sin
suplementar. Aun cuando a la dieta con aceite de menhaden se le habian adicionado 12.5
mg de alfa-tocoferol/ave/d (la recomendacion del NRC para una dieta convencional es de
0.5 mg/ave/d).

Aumentar la cantidad de VE, al parecer, tampoco es una solucion, ya que se ha
observado que adicionar concentraciones altas de VE (> 100 mg/kg), a dietas
suplementadas con aceites de pescado o linaza, esta puede actuar como prooxidante mas
que como antioxidante (Gebert et al. 1998; Leeson et al. 1998; Carrillo et al.2012). Chen et
al. (1998) observaron que la VE actia como prooxidante en la yema cuando su
concentracion en la dieta es superior a los 120 mg/kg. Franchini et al. (2002) sefialan que
altas concentraciones de VE (100-200 mg/kg) en la dieta aumenta la formacion de MDA en
el huevo. En tales casos, incorporar junto con la VE otros antioxidantes, tales como la
vitamina C, seria Util para ayudar a la VE a recuperar su actividad antioxidante, ya que a
diferencia de la VE, la vitamina C puede donar electrones y convertirse en &cido

dehidroascorbico, especie no reactiva al oxigeno (Wong, 1989; Lee y Min, 2006).
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Grune et al. (2001), sugieren utilizar concentraciones de VE menores a los 100
mg/kg. Ellos realizaron un ensayo en el que suplementaron con VE la dieta de las gallinas
con diferentes concentraciones de aceite de pescado (0, 0.7, 1.4, 2.8, y 5.6%). Con 2.8% y
5.6% de aceite de pescado, la cantidad de AGn3 en la yema incrementd considerablemente.
La dieta contenia solamente 11 Ul de VE/kg, pero esta concentracion resulto insuficiente
para proteger a los AGPI de la peroxidacion. Esto ocasiond un imbalace entre la vitamina
E vy los AGPI, originando la formacion de productos de peroxidacion lipidica como el
MDA. En un segundo ensayo, las dietas fueron suplementadas con 1.5% de aceite de
pescado y diferentes concentraciones de vitamina E (0, 5, 10, 20, 40, 80, 160 1U/kg). El
huevo se almacend durante varias semanas. Los resultados mostraron la necesidad de
suplementar la dieta con al menos 80 Ul de VE/kg para prevenir la formacion de productos
de la peroxidacion lipidica durante el almacenamiento de huevos enriquecidos con AGn3.

Aun con todo ello, es posible que, tal como se menciond antes, los antioxidantes
propios en el ave (carotenoides, vitamina E, fosvitina, selenio, etc), presentes en el huevo
(Guérin-Dubiard et al. 2007), contribuyan a proteger a estos AG por la importancia
fisioldgica que tienen para el ave; y que los compuestos oxidados detectados desde el
primer dia de almacenamiento en ambos tratamientos mediante la prueba de TBARS hayan
sido otros, diferentes a los AG. Marshall et al. (1994) sugieren que los TBARS en yema
pudieran ser el resultado de la transferencia directa de lipidos oxidados presentes en la dieta
o producidos en el higado y posteriormente transferidos a la yema junto con otros
materiales lipofilicos.

La sintesis de sutancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en el higado de
gallinas ponedoras ha sido confirmado por Caston et al. (1994) cuando comparé una dieta
convencional como testigo contra otras que tenian 10 6 20% de linaza molida. Encontraron
un incremento de TBARS en el higado, proporcional al nivel de inclusion de linaza en la
dieta.

Aymond y Van Elswyk (1995) sugieren que las condiciones en las que se
almacenan las dietas, tal como el uso de contenedores hermeticos mantenidos en

refrigeracion, pueden reducir una potencial deposicién de TBARS en la yema.
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Por otra parte, el hecho de que a los 60 dias la concentracion de MDA haya sido
menor que al inicio y que a los 30 de almacenamiento no precisamente indica que haya
habido menor oxidacion, lo mas probable es que se hayan formado otros compuestos
productos de la oxidacion, diferentes al MDA y que por lo tanto no pudieron ser medidos a
través de la prueba de TBARS. Se sabe que durante la oxidacion lipidica se generan los
precursores del MDA (hidroxiperoxi epidioxidos, 1,3 dihidroxiperoxidos, 1,4
dihidroperoxido y los monohidroxiperoxidos) asi como diversos compuestos que pueden
reaccionar con el TBA por lo que los datos obtenidos con este método no son un reflejo
exacto del grado de oxidacionel sistema. Por lo tanto seria recomendable utilizar otras
pruebas, ademas de la de TBARS, para conocer con mayor precision el grado de oxidacion
en el huevo y poder identificar los compuestos que se oxidaron (Frankel y Neff, 1983;
Guillen-Sanz y Guzméan-Chozas, 1998).

Utilizar el aceite de sardina con el fin de enriquecer al huevo con AGn3 es por el
momento una alternativa no costosa, que debiera ser aprovechada en México por los
avicultores (Gamez-Meza et al. 1999). Méas aun cuando estudios realizados por Noriega-
Rodriguez et al (2009) han demostrado que el AS refinado, blanqueado, deodorizado y no
deodorizado conserva el alto contenido de estos acidos grasos.

Es importante asegurarse de que el aceite de pescado sea de buena calidad y de que
las dietas que se van a emplear, estén protegidas con antioxidantes, ya que una vez oxidado,
ya sea el aceite como las dietas, la adicion de antioxidantes no revertira la situacion (Surai y
Spark, 2001).

Es necesario continuar realizando estudios que ayuden a determinar si es necesario
adicionar VE a dietas suplementadas con aceites de pescado, y cual es la concentracién mas
adecuada, para evitar se formen productos de oxidacion.Asi como para aclarar si son los
acidos grasos presentes en el aceite de pescado los compuestos que se estan oxidando o son

otros compuestos presentes en los aceites o en las dietas.
Conclusién

Se concluye que incluir hasta 2.5% de AS en la dieta aumenta significativamente el

contenido de AGn3 en el huevo y reduce la relacion n6:n3 en el mismo, lograndose
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mantenener estas caracteristicas hasta por 60 dias a temperatura ambiente, aun sin la
adicion de VE en la dieta. Adicionar 100 mg/kg de vitamina E a dietas suplementadas con

2.5% de AS no tuvo efecto alguno sobre la concentracién de n3 en el huevo.
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6.3 Efecto sobre la composicién en acidos grasos, caracteristicas sensoriales y
estabilidad oxidativa del huevo al suplementar la dieta para gallinas ponedoras

con aceite de sardina y algas marinas
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Efecto sobre la composicién en &cidos grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad
oxidativa del huevo al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina y

algas marinas

Resumen

El objetivo de este estudio fue saber como se ve afectada la composicion en &cidos
grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad oxidativa del huevo, cuando se agregan 4%
u 8% de las algas marinas Sargassum spp. a dietas suplementadas con 2.5% de aceite de
sardina, manteniendo el huevo almacenado por un periodo de 60 dias a temperatura
ambiente. Para ello se utilizaron 240 gallinas Bovans White de 75 semanas de edad,
distribuidas en cuatro tratamientos con 5 réplicas de 12 aves cada una, constituyendo cada
réplica la unidad experimental. A cada grupo de 60 gallinas le fue asignada aleatoriamente
una de las siguientes dietas: T1-dieta base (DB), T2-DB+2.5%AS, T3-
DB+2.5%AS+4%AM, T4-DB+2.5%AS+8%AM. El ensayo tuvo una duracion de 4
semanas, con una semana previa de acostumbramiento. Agua y alimento fueron
suministrados ad libitum. Se llevd registro de las variables productivas y al final se midio el
color de la yema y se evalud sensorialmente el sabor del huevo. La concentracién de acidos
grasos (AG) en el huevo y el grado de oxidacion de los mismos se midi6 a los 0, 30 y 60
dias de almacenamiento a temperatura ambiente (20 C), mediante la prueba de TBARS.
Los resultados mostraron que adicionar 4% AM a dietas suplementadas con AS reduce el
consumo de alimento, la produccion, peso y masa del mismo (P<0.05); el color de la yema
fue similar al tratamiento con solo AS (P>0.05). Con 8% de AM no se observaron dichos
cambios, excepto que el peso fue menor y el color de la yema mas intenso (P<0.05). El
contenido de lipidos totales en las dietas T1 y T2 no fue afectado por el tiempo ni por la
suplementacion con AS (P>0.05); sin embargo, en T3 y T4 el contenido de LT se redujo
11% y 17%, respectivamente. El total de AGS aumenté en la dieta con AS (P<0.05), pero
al adicionar AM a estas dietas la concentracion en el huevo aumentd aun mas en el dai 0
(P<0.05), pero conforme avanzd el tiempo de conservacion del huevo, los valores
disminuyeron significativamente (P<0.05). El total de AGM aumento en los tratamientos
que tenian AS, en T2 se mantuvo constante durante los 60 dias, pero en T3y T4 disminuy6
conforme paso el tiempo, principalmente el &cido oleico (P<0.05). El total de AGPI en el
huevo se redujo (P<0.05) en los tratamientos con AS (P<0.05). En T2, la concentracién de
los AGPI se mantuvo constante a lo largo de los 60 dias (P>0.05); mientras que en aquellos
que ademas tenian AM (T3 y T4) se observaron valores mas altos en el dia 60 (P<0.05).
Incluir AM en la dieta suplementada con AS incremento ain mas la concentracion de
AGnN3 en el huevo, particularmente de DHA (P<0.05), observandose los valores mas altos
en T4 (P<0.05). La relacion n6:n3 en el T1 fue de 11:1, mientras que en los demas fue de
2:1 y en general no se modificé a lo largo de los 60 dias (P>0.05). Desde el primer dia de
conservacion, hubo formacién de MDA en las yemas de todos los tratamientos (P>0.05);
pero esto fue mas evidente en T4 (P>0.05). A los 30 dias, aumenté la formacion de MDA
en todos los tratamientos, particularmente en aquellos que incluian AS (P>0.05). A los 60
dias, contrario a lo esperado, los valores de MDA en todos los tratamientos fueron menores
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a los del dia 30 (P>0.05). Se concluye que agregar 4% y 8% de las algas Sargassum spp a
dietas suplementadas con AS incrementa la concentracion de AGn3 en el huevo,
principalmente DHA, ayudando a mantener estos valores durante los 60 d que se conservé
el huevo a temperatura ambiente.

Palabras clave: aceite de sardina, algas marinas, acidos grasos omega 3, estabilidad
oxidativa, huevo

Introduccion

En virtud de los multiples beneficios que los acidos grasos omega 3 (AGn3) aportan
a la salud, existe hoy un gran interés en hacer llegar a los consumidores este tipo de
compuestos bioactivos (Burgess et al. 2000; Stak, 2000; Goodfellow, 2000; Kris-Etherton
et al. 2002; Helland et al. 2003; Chow, 2008; Simopoulos, 2008). El huevo ha resultado ser
un excelente vehiculo para lograr este objetivo, ya que es uno de los alimentos de mayor
consumo por su excelente valor nutritivo, por su precio que lo hace asequible a toda la
poblacién, por su versatilidad para ser preparado en muy diferentes formas, y por muchas
otras razones mas (Farrel, 1998; Surai y Spark, 2001; Lewis et al. 2000; Torre-Marina et al.
2012).

Con la finalidad de producir huevos con un alto contenido de AGn3, diversos
ingredientes han sido utilizados en la dieta de las gallinas (Garcia y Albala, 1998;
Gonzalez-Esquerra y Leeson, 2000, 2001; Bourre, 2005; Carrillo et al. 2005; Yalcyn et al.
2007; Yannakopoulos, 2007; Kralik et al. 2008; Kouba y Mourot, 2011). En particular, los
aceites de pescado han sido de gran interés por su alto contenido de los acidos
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) (Hargis y Van Elswyk, 1993;
Castillo-Badillo et al. 2005; Cachaldora et al. 2006; Cornejo et al. 2008).

Sin embargo, esta misma caracteristica hace a los aceites de pescado altamente
susceptibles a la oxidacion lipidica, una de las principales vias de deterioro de los alimentos
que, por lo general, deriva en una pérdida de la calidad comercial, organoléptica y sanitaria
del alimento (Bailey, 1984; Eskin y Robinson, 2001).

En vista de ello, se ha considerado apropiado agregar antioxidante a las dietas
suplementadas con aceites de pescado (AP) a fin de reducir el riesgo de una
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lipoperooxidacién y en consecuencia la perdida o descomposicon de los acidos grasos,
particularmente los de cadena larga. El antioxidante mas comdnmente utilizado ha sido la
vitamina E (VE) (Chen et al. 1998; Grune et al. 2001; Huerta et al.2005; Surai et al. 2007).
Sin embargo, los resultados aun son contradictorios, algunos autores como Grune et al.
2001 han encontrado efectos beneficos utilizando concentraciones menores a los 80 mg/kg,
otros como Melluzzi et al. (2000) no encontraron efecto alguno sobre la composicion de
AG en el huevo cuando agregaron 50 y 100 mg/kg de vitamina E a dietas suplementadas
con 3% de AP. Otros mas hallaron que, adicionar cantidades altas de vitamina E (200-400
mg/kg) a dietas suplementadas con aceite de pescado no solo reduce la concentracion de
AGn3 en el huevo, sino también puede funcionar como prooxidante (Cherian et al. 1996;
Chen et al. 1998; Franchini et al. 2002; Carrillo et al. 2012).

Otras alternativas para mantener la estabilidad oxidativa de huevos enriquecidos con
acidos grasos omega 3 (AGn3) ya han sido estudiadas (Bou et al. 2009). Sin embargo,
existe un recurso mas que también puede ser de gran utilidad por la gran cantidad de
compuestos antioxidantes que de manera natural poseen estas son, las algas marinas. Estos
organismos fotosintéticos estan expuestos a la luz solar y a altas concentraciones de
oxigeno, lo que da lugar a la formacién de radicales libres y a otros agentes oxidantes. Sin
embargo, la ausencia de dafios en los &cidos grasos poliinsaturados (importantes
componentes estructurales de los tilacoides, especialmente vulnerables a la fotooxidacion)
de las algas demuestra que las células de estos organismos marinos tienen mecanismos y
compuestos que previenen y los protegen de la oxidacion (Ramarathanam et al. 1995;
Matsukawa et al. 1997; Freile, 2001; Allen et al. 2001; Yuan, 2008; EI Gamal-2010). Estos
compuestos antioxidantes presentes en las algas marinas son de naturaleza muy variada e
incluyen compuestos fenolicos, vitamina C, vitamina E, carotenoides, clorofila y sus
derivados (feofitinas), asi como fosfolipidos (fosfatidiletanolamina, colina y serina) que
presentan un efecto antioxidante sinérgico conla vitamina E (Matanjun et al. 2008; Qasim y
Barkati, 1985; Nakamura et al. 1994; Yan et al.1999; Yuan, 2008; Freile, 2001;

Su uso en la alimentacion de las aves ya ha sido estudiado, sugiriéndose su inclusién
en la dieta en niveles menores al 10% de la racion ya que por su elevado contenido en sales,

niveles superiores producen heces muy liquidas (Rojkind, 1977; Carrillo en prensa).

119



Trabajos realizados por Carrillo et al. (2008, 2012) mostraron que incorporar 10% de algas
marinas a dietas suplementadas con 2% de aceite de sardina incrementa aun mas la
concentracion de AGn3 en el huevo, asi como la coloracién de la yema. Sin embargo, su
efecto antioxidante sobre huevos enriquecidos con AGn3 cuando la dieta es suplementada
con en antidades mayores de aceite de pescado y menor nivel de inclusion de algas en la
dieta no ha sido evaluado.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue saber como se ve afectada la
composicion en acidos grasos, caracteristicas sensoriales y estabilidad oxidativa del huevo,
al agregar 4% y 8% de las algas marinas Sargassum spp. a dietas suplementadas con 2.5%
de aceite de sardina, manteniendo el huevo almacenado por un periodo de 60 dias a

temperatura ambiente.

Materiales y Métodos
Obtencidn del aceite de pescado y de las algas marinas

El aceite de sardina (AS) empleado en el estudio se obtuvo en una planta
procesadora de harinas de pescado en Guaymas, Sonora, México. Estaba estabilizado con
200 ppm de butilhidroxitolueno (BHT), pero no estaba deodorizado, refinado ni
blanqueado. Se mantuvo en refrigeracion y en oscuridad hasta el momento de ser utilizado.
Las algas marinas (AM) Sargassum spp. fueron recolectadas en forma manual en las costas
de la Bahia de la Paz, Baja California Sur, México. Se extendieron sobre una plancha de
cemento y se dejaron secar al sol durante un periodo de tres dias, después se molieron en un

molino de martillos.

Formulacion y preparacion de las dietas

Las dietas se formularon con el programa Nutrion Windows ™ (Versién 5.0 Pro),
cubriendo las necesidades nutrimentales establecidas por el National Research Council
(NRC 1994) para gallinas ponedoras, con 15% de proteina cruda y 2785 kcal de energia
metabolizable. Fueron elaboradas con base sorgo-soya y sin antioxidante. La dieta base

(DB) fungi6 como testigo (T1), la dieta del tratamiento 2 (T2) estaba suplementada con
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Cuadro 14. Composicion porcentual de las dietas experimentales

Tl T2 T3 T4
Sorgo grano 61.80 61.80 59.48 55.40
Pasta de soya 20.40 20.40 20.95 21.93
Alga Sargassum spp. 0.00 0.00 4.00 8.00
Carbonato de calcio 12.40 12.40 10.87 9.60
Aceite de soya 2.50 0.00 0.00 0.55
Aceite de sardina 0.00 2.50 2.50 2.50
Ortofosfato 1820 1 1.55 1.55 1.55 1.55
Sal (NaCl) 0.45 0.45 0.00 0.00
L-Lisina HCL 0.35 0.35 0.18 0.00
Avelut polvo 15 2 0.10 0.10 0.10 0.10
Toxisorb 0.10 0.10 0.10 0.10
Alimet 88% 0.08 0.08 0.00 0.00
Avired 3 0.08 0.08 0.08 0.08
Premezcla mineral 4 0.05 0.05 0.05 0.05
Cloruro de colina 60 0.05 0.05 0.05 0.05
Premezcla vitaminica 5 0.05 0.05 0.05 0.05
Bacitracina 0.03 0.03 0.03 0.03
L-Treonina 0.03 0.03 0.00 0.00
Total 100.00 100.00 99.98 99.98
Aporte calculado
Energia metabolizable (Mcal/kg) 2.75 2.75 2.75 2.75
Proteina cruda (%) 15.32 15.32 15.64 16.00
Metionina (%) 0.33 0.33 0.30 0.35
Metionina+Cistina (%) 0.58 0.58 0.60 0.69
Lisina (%) 1.02 1.02 1.02 1.04
Treonina (% 0.63 0.63 0.73 0.85
Calcio total (%) 4.85 4.85 4.43 4.10
Fésforo disponible (%) 0.41 0.41 0.41 0.41
Sodio (%) 0.18 0.18 0.81 1.62
Cloro (%) 0.40 0.40 0.44 0.75
Colina (mg/kg) 1260.69 1260.69 1260.69  1260.69

T1-Dieta base (DB), T2-DB+2.5%AS, T3-DB+2.5%AS+4%AM, T4-DB+2.5%AS+8%AM

! Fosfato monobésico: P 21% min, Ca 18% min, F 0.21% max, humedad 5% max.

2 Fuente natural de xantofilas amarillas (flor de cempasuchitl), 15 g/kg

3 Pigmento vegetal rojo (Lucantin Red) como fuente de cantaxantina, 5 g total carotenoides/kg

4 Minerales (mg/kg): Mn 120; Zn 100; Fe 120; Cu12; | 0.7; Se 0.4; Co 0.2; excipiente, cbp 1 000

® Vitaminas (per kg): A, 10 000 000 1U; Ds, 3 000 000 1U; E, 20 000 IU; K3, 2.500 g; Tiamina, 2.500 g;
Riboflavina, 5 g; Niacin, 35 g; Pantotenic acid, 10 g; Pyridoxine, 4 g; Folic acid, 1 g; Cyanocobalamin,

10 mg; Biotin, 200 mg; excipiente cbp 1000
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2.5%AS, la del tratamiento 3 (T3) con 2.5% AS+4% del alga marina (AM) y por ultimo la
del tratamiento 4 (T4) con 2.5%AS+8%AM (Cuadro 14).

Las dietas se prepararon cada semana, primero en una mezcladora de gusano sinfin
con capacidad para 120 kg/5 minutos, y posteriormente en una mezcladora de listdn

(Howes Co Inc model 152 M) por 3 minutos a 75 rpm.

Analisis de la composicién de acidos grasos de los aceites, algas y dietas

En el caso de los aceites, algas y dietas, previo al analisis de acidos grasos, se hizo
una extraccion de lipidos con cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, método 923.07). El
extracto lipidico fue metilado con trifluoruro de boro al 20% en una solucion metandlica al
2% (AOAC 2000, método 969.33). Las muestras se inyectaron en un cromatédgrafo de gases
Varian, modelo 3380 CX equipado con un automuestreador CP8400, detector de ionizacion
de flama y columna DB23 de 30 m con un d.i. de 0.25mm. Se utiliz6 al nitrégeno como gas
acarreador a un flujo de 30 mL/min. Las temperaturas utilizadas fueron: columna 230°C,
inyector 150°C, detector 300°C. Para calcular la concentracion de acidos grasos se utilizé
como patrén de referencia una mezcla de estandares de acidos grasos con concentraciones
conocidas (Supelco™ 37 FAME Mix SIGMA). El 4cido miristoleico fue utilizado como
estandar interno. La integracion de los resultados se hizo mediante el programa Star
Chromatography Workstation vs 6.3 Varian Associates, Inc. Los resultados se reportan en
porciento del total de acidos grasos (% TAG) (Cuadros 15y 16).

Medicion de las variables productivas

El ensayo experimental con las aves tuvo lugar en el Centro Experimental de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM), ubicado en Santiago, Zapotitlan,
Delegacion Tlahuac, Distrito Federal. El clima de la regién es templado subhimedo, con
una precipitacion anual de 747 mm, siendo enero el mes mas frio y mayo el més caluroso.
Para cada tratamiento se utilizaron 60 gallinas Bovans White de 75 semanas de edad, con 5
réplicas de 12 aves cada una, constituyendo cada réplica la unidad experimental. A cada
grupo de gallinas le fue asignada aleatoriamente una de las dietas experimentales. El ensayo

tuvo una duracion de 4 semanas, con una semana previa de acostumbramiento y un programa
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Cuadro 15. Composicion en acidos grasos de los aceites y algas Sargassum spp.

Acido graso (% TAG) Aceite de Soya Aceite de sardina Alga marina
Miristico (C14:0) 0.11 6.09 7.04
Palmitico (C16:0) 10.77 18.54 35.47
Heptadecanoico (C17:0) 0.10 0.56 0.21
Estedrico (C18:0) 4.22 3.82 2.39
Araquidico  (C20:0) 0.31 0.29 1.13
Behénico (C22:0) 0.07 0.12 0.75
Total AGS 15.58 29.42 46.99
Pentadecanoico (C15:1) 0.00 0.51 0.45
Palmitelaidico (C16:1) 0.00 0.13 0.00
Palmitoleico (C16:1) 0.18 7.47 3.21
cis10-heptadecenoico (C17:1) 0.07 0.99 0.28
Elaidico (C18:1) 0.07 0.11 0.15
Oleico (C18:1) 21.91 12.20 9.22
cis-vaccénico (C18:1) 0.83 3.06 0.00
Eicosenoico (C20:1) 0.22 0.22 0.14
Erucico (C22:1) 0.05 0.22 0.23
Total AGM 23.33 24.91 13.68
Linolelaidico (C18:2) 0.04 0.00 0.5
Linoleico (C18:2 n6) 53.23 1.37 6.74
CLA ¢9,t11 y c11,t9 (C18:2) 0.03 2.55 0.00
CLA 110,c12 (C18:2) 0.00 0.29 0.00
y-linolénico (C18:3n6) 0.06 0.31 0.16
a-linolénico (C18:3 n3) 6.95 0.99 1.67
cis-11,14-eicosadiencico (C20:2) 0.05 0.25 0.16
cis-11,14,17eicosatrienoico  (C20:3) 0.10 0.18 0.32
cis-8,11,14-eicatrienoico  (C20:3) 0.00 0.22 0.28
Araquidonico (C20:4 n6 0.00 0.75 2.99
Eicosapentaenoico (C20:5 n3) 0.40 14.20 0.81
Docosapentaenoico (C22:5 n3) 0.00 1.57 10.09
Docosahexaenoico (C22:6 n3) 0.04 10.26 14.97
TOTAL AGPI 60.9 32.94 38.69
Total n6 53.29 2.43 9.89
Total n3 7.39 27.02 27.54

El total de estos valores no da 100% porque acidos grasos menores no estan reportados.
TAG- Total de &cidos grasos AGS — Acidos grasos saturados, AGM- Acidos grasos monoinsaturados,
AGPI- Acidos grasos poliinsaturados
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Cuadro 16. Composicion en acidos grasos de las dietas experimentales

Acido graso (% Total de acidos grasos) T1 T2 T3 T4
Miristico (C14:0) 0.24 3.46 3.65 3.87
Palmitico (C16:0) 13.03 17.01 17.94 17.62
Heptadecanoico (C17:0) 0.12 0.35 0.38 0.38
Estearico (C18:0) 3.86 3.27 3.23 3.36
Araquidico (C20:0) 0.26 0.22 0.19 0.71

Total AGS 17.51 24.31 25.40 25.94
Pentadecanoico (C15.1) 0.04 0.31 0.31 0.34
Palmitoelaidico (C16:1) 0.08 0.10 0.13 0.09
Palmitoleico (C16:1) 0.44 411 4.49 4.42
cis10-heptadecenoico (C17:1) 0.07 0.29 0.55 0.57
Oleico (C18:1) 27.78 20.41 20.30 18.86
cis-vaccenico (C18:1) 0.72 2.23 3.05 2.31
Eicosenoico (C20:1) 0.28 1.32 1.19 1.48

Total AGM 29.40 28.76 30.03 28.07
Erucico (C22:1) 0.11 0.16 0.82 0.94
Linoléico (C18:2 n6) 43.71 20.36 21.33 20.49
CLA c9,t11 y c11,t9 (C18:2) 0.00 1.33 1.31 1.48
CLA t10,c12 (C18:2) 0.00 0.09 0.12 0.13
y-linolénico (C18:3 n6) 0.00 0.14 0.15 0.16
a-linolénico (C18:3 n3) 4.54 1.60 1.47 1.54
cis-11,14-eicosadienoico  (C20:2) 0.04 0.11 0.11 0.11
cis-11,14,17eicosatriencico  (C20:3) 0.04 0.06 0.08 0.10
cis-8,11,14-eicatrienoico  (C20:3) 0.04 0.23 0.12 0.10
Araquiddnico (C20:4 n6) 0.19 0.45 0.48 0.42
Eicosapentaenoico (C20:5 n3) 0.30 8.05 7.73 8.65
Docosapentaenoico (C20:5 n6) 0.00 0.16 0.15 0.17
Docosapentaenoico (C22:5 n3) 0.00 1.08 0.99 1.16
Docosahexaenoico (C22:6 n3) 0.07 6.11 5.52 6.39

Total AGPI 49.04 39.93 40.38 41.85
Otros &cidos grasos 4.05 7.00 4.20 4.14
Total n6 43.90 21.12 22.11 21.24
Total n3 491 16.83 15.71 17.74
n6:n3 8.94 1.25 141 1.2
Lipidos totales (g/100g muestra) 4.35 4.25 4.17 4.44

T1-DB, T2-DB+2.5%AS, T3-DB+2.5%+4%AM, T4-DB+2.5%AS+8%AM
AGS-écidos grasos saturados, AGM-acidos grasos moninsaturados, AGPI-acidos grasos poliinsaturados
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de 16 horas de luz. Agua y alimento fueron suministrados ad libitum. Se llevé registro
del consumo de alimento, produccion de huevo y peso del huevo. Al final de cada semana
se hizo un resumen semanal de las variables antes mencionadas, asi como, de la masa de
huevo y de la conversion alimenticia.

El estudio se condujo en conformidad con las politicas establecidas por el Comité
de Etica para el Cuidado de los Animales, de la Fac.Med.Vet.Zoot., UNAM.

Evaluacion del color de la yema con el Abanico Roche

Al final de la cuarta semana de experimentacion se tomaron al azar 25 huevos de
cada tratamiento (5 por réplica) para medir el color de la yema, de acuerdo a los valores del
abanico colorimétrico Roche, cuyos valores van del 1 al 15, correspondiendo el nimero 1 a

un color amarillo muy péalido y el 15 a un amarillo-naranja muy intenso.

Evaluacion sensorial del huevo

Al final de las cuatro semanas de experimentacion, se realizO una prueba de
evaluacion sensorial en cabinas individuales en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial del
Depto. de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos del INCMNSZ. Se aplicé una prueba
afectiva para medir el grado de aceptacién por el sabor del huevo y el color de la yema
(Anzaldua-Morales, 1994). En los dos casos se utiliz6 una escala ordinal de cinco puntos.
Participaron 30 jueces no entrenados, de ambos sexos, consumidores habituales de huevo.
a) Sabor del huevo

De cada tratamiento se tomaron al azar 8 huevos, se revolvieron y frieron en una
sartén con aceite en aerosol (PAM™F). En ninguno de los casos se adicioné sal u otro
sazonador. A cada tratamiento se le asigné una clave de tres digitos, tomados de una tabla
de numeros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

En una charola, se colocd un plato con las diferentes muestras de huevo revuelto,
junto con una pieza de pan blanco y un vaso de agua (que entre muestra y muestra deberia
consumir el panelista a fin de eliminar sabores residuales) y un cuestionario para indicar el

grado de aceptacion para cada una de las muestras. Dentro de la cabina se utilizé luz roja
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para evitar que el panelista se dejard influir por el color del huevo al evaluar el sabor del

mismo.

b) Color de la yema

Se tomo6 un huevo de cada tratamiento, cada yema se colocd en recipientes de
plastico transparente sobre un fondo blanco, asignando a cada yema una clave de tres
digitos (diferente a la empleada en la evaluacion del sabor), tomados de una tabla de
numeros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

A cada panelista se le entregaba una charola con las yemas de los diferentes
tratamientos a evaluar. Junto con ello se les daba un cuestionario donde indicaban el grado
de aceptacion por el color de la yema de cada tratamiento, de acuerdo a la escala de cinco
puntos que ahi se sefialaban. Dentro de la cabina se utiliz6 luz blanca.

Se cerr0 la ventanilla de la cabina (para permitir la concentracion del panelista) y se
esperd la sefial (luz de color rojo) que indicaba que habia concluido su evaluacién. En ese

momento se abria la ventanilla para recoger los cuestionarios.

Analisis de la composicidn en &cidos grasos del huevo

Al final de la cuarta semana de experimentacién se tomaron al azar 30 huevos de
cada tratamiento (6 por réplica). 10 de ellos se mezclaron con una batidora para formar un
“pool”, de alli se tomaron 10 alicuotas de 1 g para realizar la extraccion lipidica con
cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, método 923.07) y metilar los &cidos grasos con
trifluoruro de boro al 20% en una solucion metanolica al 2% (AOAC 2000, método 969.33)
(Anexos 10.3 y 10.4). Las 20 piezas restantes de cada tratamiento, se conservaron a
temperatura ambiente (20°C), para efectuar estos mismos analisis a los 30 y 60 dias
siguientes. Las muestras se inyectaron en un cromatédgrafo de gases Varian, modelo 3380
CX equipado con un automuestreador CP8400, detector de ionizacion de flama y columna
DB23 de 30 m con un d.i. de 0.25mm.
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Determinacion de la oxidacion lipidica mediante la prueba de TBARS

En la cuarta semana de experimentacion se tomaron de cada tratamiento 30 huevos.
Al siguiente dia, después de la recoleccion, a 10 de ellos se les determin6 el grado de
oxidacion lipidica en yema, utilizando el método del acido tiobarbitdrico (TBARS) (Salih
et al. 1987; Botsoglou et al.1994). Las 20 piezas restantes se conservaron a temperatura
ambiente (20°C), para efectuar el mismo andlisis (n=10) a los 30 y 60 dias siguientes
(Anexo 11.3).

Disefio Experimental del Estudio

El estudio fue prospectivo, comparativo y experimental. EI modelo estadistico
utilizado para las variables productivas y el color de la yema fue conforme a un disefio
completamente al azar, siendo el siguiente:

Yij=p+Ti+&jj donde:

Yij = Valor de la variable de respuesta en el tratamiento i, repeticion j.

M = media general
L i = Efecto del tratamiento i.

f;ij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.

El disefio empleado para la concentracion de lipidos totales, &cidos grasos y
malonaldehido (MDA) en el huevo, fue uno completamente al azar, con arreglo factorial
2x3, donde los factores a considerar fueron la dieta (testigo y experimental) y el tiempo de
conservaciéon del huevo (0, 30 y 60 d) a temperatura ambiente. EI modelo estadistico
asociado a este disefio fue el siguiente:

Yijk = u + Ai + Bj + Ai*Bj + Cijk
donde:

Yijk = Variable de respuesta debido al efecto de la dieta y el tiempo de
conservacion

| = media general

Ai = Efecto de la i-ésima dieta

Bj = Efecto del j-ésimo tiempo de conservacion

Ai*Bj = Interaccion entre la dieta y el tiempo de conservacion

&ij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.
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Anélisis estadistico

Los datos de las variables productivas y el color de la yema (medido con el abanico
Roche) se analizaron mediante un analisis de varianza para un disefio completamente al
azar y para la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey (P < 0.05) (SAS, 2008).

Los datos obtenidos en la prueba de evaluacion sensorial se analizaron mediante la
prueba no parametrica de rangos de Wilcoxon con una significancia de 0.05 (SAS, 2008).

Los datos de las variables concentracion de lipidos totales, acidos grasos y MDA en
huevo se analizaron conforme a un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3,
siendo un factor la dieta y el otro el tiempo. Se utilizé el PROC GLM de SAS (SAS, 2008)
para el analisis de los datos. La comparacion entre medias se hizo con la prueba de Tukey
(P<0.05).

Resultados
Aceite de soya

Los AG que predominaron en este aceite fueron los poliinsaturados (AGPI),
contribuyendo el &cido linoleico (C18:2 n6 LA) con 87% y el a- linolénico (C18:3 n3
ALA) con 11%; seguidos por los monoinsaturados (AGM), donde el oleico (C18:1 n9)
contribuy6 con 94%; y por altimo los saturados (AGS), en cuyo caso el palmitico (C16:0)
constituyo casi el 70% del total y el estedrico 25%. Predominaron en este aceite, los n6
mas que los n3 (53% vs 7%) (Cuadro 15).

Aceite de sardina

La composicion en AG de este aceite difirié considerablemente del aceite de soya.
En el de sardina predominaron los n3 mas que los n6 (27% vs 15%), siendo el EPA y DHA,
los AGn3 representativos de este aceite (Cuadro 15).
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Algas marinas

En las algas del género Sargassum spp. los acidos grasos predominantes resultaron ser el
palmitico (C16:0), el oleico (C18:1 n9), el linoleico (C18:2 n6), el docosapentanoico
(C22:5 n3) y el docosahexaenoico (C22:6 n3).

Composicion de las dietas

En la dieta testigo (T1), predominaron los AGn6 (44%), principalmente el LA,
manteniendo una relacion n6:n3 muy alta de 9:1. De los AGn3, el ALA estaba presente en
baja concentracion (4.5%) y solo trazas de EPA y DHA (Cuadro 11).

Las dietas de los tratamientos T2, T3 y T4 que incluian aceite de sardina, tenian una
menor concentracion de AGn6 que la dieta T1 (21% - 22% vs 44%), pero una mayor
concentracion de AGn3 (16 - 18 vs 5%), principalmente de EPA y DHA. En estas dietas la
relacién n6:n3 fue de 1:12 — 1.4, mientras que en la testigo fue de 9:1.

Las tres dietas que incluian AS tenian mas EPA (7.7% - 8.6% TAG) que DHA (5.5
—6.4%). La dieta testigo solo contenia trazas de ambos AG.

Variables productivas

Suplementar las dietas con el aceite de sardina no afectd el consumo de alimento y
el peso del huevo. La produccion de huevo se redujo 7%, y la masa de huevo 5.2 g sin
embargo, las diferencias no fueron significativas (P> 0.05). La coloracién de la yema, se
vio favorecida, pasando de un valor de 9 a 10 de la escala colorimétrica Roche (P< 0.05).
no resultaron afectados (P>0.05) (Cuadro 17).

Incorporar algas marinas del género Sargassum a dietas suplementadas con AS
ocasioné que la produccion de huevo, el peso y la masa del mismo se redujeran
significativamente (P<0.05). La conversion alimenticia también se vié afectada en forma
negativa (P<0.05). El color de la yema también aumento (P>0.05). En el caso particular del
T4, donde 8%AM fueron adicionadas a la dieta, ademas de los decrementos ya
mencionados, el consumo de alimento también se redujo, pero el color de la yema fue mas
intenso (Cuadro 17).
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Evaluacion sensorial

El grado de aceptacion de los panelistas por el color de la yema fue mayor para los
tres tratamientos donde la dieta fue suplementada con AS (P<0.05). Aunque los
tratamientos donde se incorporaron algas marinas mostraron una mayor puntacion que en el
tratamiento que solo tenia AS, la diferencia no fue significativa entre ellos tres (P>0.05). El
sabor del huevo no fue afectado ni por la suplementacion de las dietas con AS ni por la

incorporacion de algas marinas a la misma (P>0.05) (Figura 15).

Cuadro 17. Variables productivas y color de yema obtenidos al suplementar la dieta para
gallinas ponedoras con aceite de sardina y alga marina Sargassum spp., en forma combinada

T1 T2 T3 T4
Consumo de alimento (g/ave/d) 115.00 £ 7.13a 110.85£10.26 ba  115.51 £ 6.11a 107.58 £7.30 b
Produccién de huevo (%) 8431+752a 77.28+7.64ba 73.02+12.17 bc 69.02 +6.61 ¢
Peso de huevo (g) 67.25+1.78a 66.64+4.33a 64.17+1.69b 61.88+2.43b
Masa de huevo (g) 56.77£6.07a 51.60%6.84ba 46.23% 9.27 bc 42,72 +4.36 ¢
Conversion alimenticia 206+0.22¢c 2.28+0.41 bc 2.59 £ 0.61 ba 267x+047a
Color de yema 874+11lc 9.60+0.49b 9.82 +0.38 ba 10.18+0.52 a

a, b, c En cada renglon, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)
T1- dieta base (DB), T2- DB+ 2.5%AS, T3- DB+AS+4%AM, T4-DB+AS+8%AM

Lipidos totales y acidos grasos en el huevo

El contenido de lipidos totales en T1 (DB) y T2 (DB+AS) no fue afectado en forma
alguna ni por el tiempo ni por la suplementacion con AS (P>0.05). Sin embargo, cuando
4% y 8% de algas marinas fueron incorporadas en la dieta suplementada con AS, el
contenido de LT en estos dos tratamientos mostrd los valores mas bajos en el dia 0
(P<0.05). En el primer caso la reduccion fue de 11% y en el segundo de 17% (Cuadro 18).

Al suplementar la dieta con AS la concentracion total de AGS aumentd
significativamente (P<0.05). Incorporar algas marinas a estas dietas aumentd la
concentracion de estas grasas en el huevo en el dia 0 (P<0.05), pero conforme avanzo el

tiempo de conservacién del huevo, los valores disminuyeron significativamente (P<0.05).
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Asimismo, cuando se suplementd la dieta con AS, la concentracion de AGM
también se incrementd pero se mantuvo constante durante los 60 dias (P<0.05). En los
tratamientos que, ademas del AS, tenian 4% y 8% de algas marinas la concentracion total
de AGM disminuyé conforme pasé el tiempo (P<0.05). Fue el acido oleico el que
manifestd principalmente este comportamiento. El acido cis-vaccénico no se modifico a lo

largo de los 60 d, en cada uno de los cuatro tratamientos (P>0.05)(Cuadro 18).
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2P En cada variable, literales distintas indican diferencia estadistica (P 0.05).
T1- dieta testigo, T2- DT+ AS, T3- DT+AS + 4%AM, T4-DT+AS+8%AM

Figura 15. Aceptacion por el color de la yema y sabor del huevo cuando se incorporaron
algas marinas a la dieta suplementada con aceite de sardina (total de puntos)

La concentracién total de AGPI en el huevo se redujo significativamente (P<0.05)
en los tratamientos que incluian AS (T2, T4 y T5), principalmente como consecuencia de la
disminucion del &cido linoleico en estos tratamientos (P<0.05)(Cuadro 18). Sin embargo,
contrario a lo observado en el T1, donde el contenido de AGPI en el huevo se redujo
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significativamente en el dia 60, en el tratamiento donde la dieta estaba suplementada con
solo AS, la concentracion de estos AG se mantuvo constante a lo largo de los 60 dias
(P>0.05); mientras que en aquellos que ademéas tenian algas marinas (T4 y T5) se
observaron valores mas altos en el dia 60 (P<0.05).

Aunque en el T1, el huevo tenia una mayor concentracion del acido linoleico, este
acido graso mostré una reduccidn significativa (13%) en el huevo en el dia 60 (P<0.05),
mientras que en los otros tres tratamientos donde la dieta estaba suplementada con AS no
ocurrio esto, por lo contrario la concentracion de este AG en el dia 60 no cambid con
respecto al dia 0 y/o 30 (P>0.05).

Si bien es cierto que en los tratamientos con AS habia menos LA en el huevo,
también lo es el hecho de que estos tenian una mayor concentracion de AGnN3,
particularmente de DHA (P<0.05).

Por otra parte, la presencia de las algas marinas en la dieta suplementada con AS
favorecié ain mas una mayor concentracion de AGn3 en el huevo, particularmente de
DHA (P<0.05), de hecho los valores mas altos se observaron en el T4 (DT+AS+8%AM)
(P<0.05) (Cuadro 18).

La relacion n6:n3 en el T1 fue significativamente diferente de los tratamientos que
contenian AS (P<0.05). En el primero fue de 11:1, mientras que en los demas fue de 2:1y
en general, ésta no se modifico a lo largo de los 60 dias de conservacion (P>0.05).

DHA (P<0.05), de hecho los valores mas altos se observaron en el T4 (DT+AS+8%AM)
(P<0.05) (Cuadro 18).

La relacion n6:n3 en el T1 fue significativamente diferente de los tratamientos que

contenian AS (P<0.05). En el primero fue de 11:1, mientras que en los demas fue de 2:1 y

en general, ésta no se modificé a lo largo de los 60 dias de conservacion (P>0.05).
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Cuadro 18. Contenido de lipidos totales y acidos grasos en el huevo conservado durante varios dias a temperatura ambiente
al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina y algas marinas Sargassum spp en forma combinada

T1 T2 T3 T4

Componente quimico 0 30 60 0 30 60 0 30 60 0 30 60
Miristico (C14:0) 0.34f 0.38¢ 0.35fe 0.48 be 054a 0.52a 0.44d 0.54a 047¢c 0.46 dc 0.53a 0.51 ba
Palmitico (C16:0) 24,629 2488 gf  24.89 gf 26.90 a 26.40 b 26.06 ¢ 26.19ch 25.28ed 25.21e 25.37ed 25.10 ef 25.53d
Estearico (C18:0) 8.57e 8.88d 8.45 fe 7.95h 8.31fg 822¢g 9.14c 9.25¢ 8.89d 10.33a  9.85b 9.28¢c

Total AGS 33.53h 34149 33.69h 35.34cd 3525cd  34.80ef 35.77b 35.07ed 3457f 36.16a 3549cb 35.32cd
Oleico (C18:1) 4090 e 40.93de 42.15hbc 42.66ba 42.63ba 42.64ba 43.22a 41.68dc 42.16 bc 42.23bc  41.03de  40.35e
Cis-vaccénico (C18:1) 1.57 ba 150 b 147b 187a 1.71 ba 1.80 ba 154ba 1.62ba 1.44b 1.72 ba 1.56 ba 146D
Palmitoleico (C16:1) 2.33e 234e 2.55d 36la 331b 3.40b 2.78¢c 2.75¢ 2.16d 240e 2.58d 277¢c

Total AGM 4480 c 4477 ¢ 46.17b 48.14 a 47.65 a 4783 a 4754a 46.05b 46.21b 46.35b  45.16¢c 4459 ¢
Linoleico (C18:2 LAn6) 15.95a 16.03 a 13.90 b 9.46 h 9.85¢g 9.52 hg 8.63i 10.77ed 10.83d 10.42ef 1035f 11.24c¢c
y-linolenico (C18:3 GLA n6) 0.13b 0.15a 0.04 f 0.06dc  0.05de 0.05 fe 0.06dc  0.07c 0.07¢c 0.08¢c 0.08¢c 0.07¢c
a-linolenico (C18:3 ALA n3) 0.65a 0.67 a 0.52b 0.37d 0.38dc 0.37d 0.27e 0.35d 0.34d 0.35d 0.37dc 04lc
Araquidonico (C20:4 AA n6) 1.82 ba 1.80b 190a 0.65 fe 0.63f 0.71fe 0.71e 0.72de 0.79dc 0.84c 0.79dc 0.71e
Eicosapentaenoico (C20:5 EPA n3) 0.00f 0.04e 0.02 fe 0.41dc 0.39d 0.53 ba 051b  041dc 0.50b 043¢ 0.56 a 0.50b
Docosapentaenoico (C22:5 DPA n6) 0.33a 0.30b 035a 0.03¢c 0.00d 0.03¢c 0.04¢c 0.03¢c 0.03¢c 0.05¢ 0.04¢c 0.04¢c
Docosapentaenoico (C22:5 DPA n3) 0.11g 0.11g 0.12¢g 0.35 ef 0.38 ed 0.39d 0.63¢c 031f 0.41d 051c 0.58b 050¢c
Docosahexaenoico (C22:6 DHA n3) 0.84¢g 0859 092¢g 3.12f 3.08f 3.26 fe 3.68bc 340de 3.57dc 342de  3.86ba 398a

Total AGPI 19.84a 19.95a 17.77b 14.46 f 14.76 f 14.85 f 1452f 16.06e 16.55dc 16.09de 16.63c 1745b
Total n6 18.24a 18.29a 16.18 b 10.20 g 10.53¢g 10.30¢g 9.44h 1159de 11.73dc 11.38fe 11.26f 12.06 ¢
Total n3 160¢g 1669 1.59g 426 f 4.23f 4.55 ced 5.09b 448fed 4.82ch 472cbd 537a 5.39a
n6:n3 1141a 11.03a 10.20b 242¢ 250c¢ 2.27dc 1.87d 259¢ 244c 242c¢ 2.10dc 2.26 dc
Lipidos totales (g/100g) 11.74bac  11.49bc 11.34c 11.41bc 1158 bac 11.60 bac 10.46d 12.07a 11.48hc 9.70e  11.94ba 11.63 bac

“'en 100 g de huevo completo (yema+clara), ° TAG=total de acidos grasos

a, b, c, d,e,f En cada renglon, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)
T1- dieta base (DB), T2- DB+ AS, T3- DB+AS + 4%AM, T4-DB+AS+8%AM
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Malondialdehido (MDA) en yema

Desde el primer dia de conservacion, los resultados mostraron la formacion de
MDA en las yemas de todos los tratamientos (P>0.05); sin embargo, el efecto fue mas
evidente y significativo cuando las dietas fueron suplementadas con AS+8%AM (P>0.05).
A los 30 dias de conservacion hubo una mayor formacion de MDA en todos los
tratamientos, particularmente en aquellos donde la dieta esta suplementada con AS
(P>0.05). A los 60 dias, contrario a lo esperado, los valores de MDA en todos los
tratamientos fueron significativamente menores a los observados en el dia 30 (P>0.05).

Particularmente en T1y T2 los valores fueron mas bajos aun (P>0.05)(Figura 16).
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2P En cada variable, literales distintas indican diferencia estadistica (P<0.05).

T1- dieta base (DB), T2- DB+ AS, T3- DB+AS + 4%AM, T4-DB+AS+8%AM

Figura 16. Concentracion de MDA (nmol/mL) en la yema de huevos conservados durante varios dias
a temperatura ambiente al suplementar la dieta de las gallinas con aceite de sardina junto con algas

marinas Sargassum spp.

134



Discusion
Aceites y algas

Tal como se observo en los resultados, existe una gran diferencia en la composicién
de &cidos grasos entre los aceites vegetales y los de origen marino. Los aceites vegetales
poseen acidos grasos de cadena larga de 18 o menos carbonos (ej. aceite de soya, de oliva,
canola, linaza); mientras que los de origen marino se caracterizan por tener &cidos grasos de
cadena mas larga (C20-C24) (Bailey,1984; Ackman, 2005).

El perfil de AG del aceite de sardina (AS) utilizado en el presente estudio, resulto
similar a lo reportado por otros autores (Gamez-Meza et al. 1999; Ackman, 2005; Bandarra
et al., 2007; Noriega-Rodriguez et al. 2009). Aunque el acido esteérico (C18:0) se encontrd
en altas concentraciones en el AS, este tiene poca o ninguna influencia sobre la capacidad
de aumentar el nivel de colesterol sérico, contrario al efecto que el resto de los AGS
ocasionan (Conchillo et al. 2006).

El hecho de que el AS tuviera mas EPA (C20:5 n3) que DHA (C22:6 n3) concuerda
con lo hallado por otros autores en especies grasosas semejantes a la sardina, tal es el caso
de los aceites crudos de sabalo (EPA fluctua entre 11.1% - 16.3% y el DHA de 4.6% -
13.8%), de arenque americano (EPA varia entre 3.9 - 15.2% y DHA 2.0 -7.8%) (Stansby,
1991); de anchoas (EPA 22% y DHA 9%) y de menhaden (EPA 21% y DHA 7%). Los
aceites de atin por lo contrario, tienen mas DHA (21%) que EPA (8%) (Bimbo, 1999;
Cachaldora et al. 2006). En consecuencia, la dieta experimental que incluia aceite de
sardina, tenia mas EPA (3.6-3.9%) que DHA (0.43-0.51%).

Por otra parte, aunque las algas marinas tienen un bajo contenido energético (1.0 —
3.0 kcal/g) y de lipidos (0.3% — 4.0%), son una excelente fuente de acidos grasos
esenciales, como el linoleico (C18:2 n6) y alfa-linolenico (C18:3 n3), asi como de los
precursores de eicosanoides, el acido araquidénico (C20:4 n6) y eicosapentaenoico (C20:5
n3) (Yuan, 2008). Los valores de AG encontrados en Sargassum spp concuerdan con lo
informado por Sanchez-Machado et al. (2004) y Yuan (2008).
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Variables productivas

Los resultados obtenidos concuerdan con lo informado por Cachaldora et al.
(2006,2007), quienes no encontraron efecto alguno sobre el consumo de alimento y peso
del huevo al suplementar la dieta de las aves con diferentes tipos de aceites de pescado y
diferentes niveles de inclusion del mismo (1.5%, 3%, 4.5% y 6.0%). En el color de la yema
observaron una interaccion entre el tipo y concentracion del aceite de menhaden,
incrementandose ésta cuando las gallinas recibieron aceite de menhaden MFOL1 (que tenia
8.3% de EPA y 8.2% de DHA), en comparacién con MFO2 y MFO3 cuyas proporciones de
estos dos AG eran diferentes (EPA 21% y DHA 7% en MFO2; EPA 8% y DHA 21% en
MFO3).

Pappas et al. (2006) observaron una significativa reduccién en el peso del huevo al
suministrar a las aves, dietas suplementadas con 5.5% de aceite de pescado. Cherian (2008)
informa un decremento en el peso del huevo y en el color de la yema al adicionar 3.5% de
aceite de pescado a la dieta.

Otros autores observaron una reduccién tanto en la produccién como en el peso del
huevo, al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de pescado (Hargis y Van
Elswyk, 1993; Cloughley et al.1997; Maurice, 1994; Gonzalez-Esquerra y Leeson, 2001;
Surai y Spark, 2001), con 4.8% de una microalga marina con alto contenido de DHA
(Herber—McNeill y Van Elswyk, 1996), y cuando han utilizado al cebo (5 a 7%) como
unica fuente de grasa en dietas para gallinas ponedoras (Watkins y Elkin 1992, Grobas et
al. 2001, Gonzélez-Mufioz et al. 2009)

Cornejo et al. (2008) y Cherian et al. (2007) no encontraron cambios en las
variables productivas al incorporar 6% de AP en el primer caso; asi como 0.25% y 0.5% de
AP en el segundo caso.

Algunos autores (Van Elswyk 1997a; Gonzalez-Esquerra y Lesson, 2001,
Cachaldora et al. 2006) sefialan que la disminucion observada en la produccion y/o peso
del huevo pudiera deberse al efecto reductor de los AGn3 sobre la cantidad de lipidos y
estradiol en suero (lo que limitaria la disponibilidad de lipidos para la formacion de yema).
Sin embargo, otro factor pudiera ser el hecho de que al suministrar en la dieta ingredientes

con alto contenido de AGn3, se reduce la concentracion del acido linoleico (C18:2 n6 LA)
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y por ende la produccién de la PGE, (Simopoulos, 2006, 2008). Algunos estudios
(Hertelendy y Biellier, 1978; Hudelson y Hudelson, 1996), han demostrado que la PGE; y
la PGE; son de gran importancia en el proceso reproductivo, estimulan las contracciones,
relajan el esfinter uterovaginal y la vagina facilitando la ovoposicion en la gallina. Por lo
tanto, al existir en el ave un decremento en la produccion de estas hormonas como
consecuencia de la reduccion sérica del LA, precursor del AA y este de eicosanoides como
la PGE; y PGE;, la produccién y peso del huevo se ven afectadas (Lee y Hwang, 2008;
Simopolous, 2008).

Los efectos negativos observados al adicionar algas marinas a las dietas
suplementadas con AS difieren de lo observado por Carrillo et al. (2008) quienes al
suplementar la dieta de las galllinas con 2% de aceite de pescado+10% de Sargassum
sinicola, no encontraron efecto alguno sobre las variables productivas. El-Deek y Al-Harthi
(2009c) tampoco observaron efecto alguno sobre las variables productivas y calidad fisica
del huevo cuando suplementaron la dieta de las aves hasta con 12% de Sargassum
dentifebium, en la racion. Sin embargo, en otros ensayos (Rojkind, 1972; Carrillo et al.
2012) si han hallado una reduccion en los valores de la variables productivas, atribuyendo
dicho efecto al bajo contenido energético de las algas, que al ser incluidas en las raciones
disminuyen la densidad energética de las mismas, otros mas lo atribuyen al alto contenido
de sales y de polisacéridos indigestibles (Ventura et al. 1994).

Coloracion de la yema

El aumento en la coloracion de la yema cuando la dieta fue suplementada con AS,
seguramente se debio a la presencia de pigmentos en el aceite de pescado, los cuales varian
de acuerdo a la alimentacion de los peces (Bailey, 1984; Roldan-Libenson et al. 1999). En
el caso de la sardina, su principal alimento es el fitoplancton (Cellamare y Gémez, 2007), el
cual posee pigmentos tales como clorofila, antocianinas, luteina, diatoxantina,
diadinoxantina, prasinoxantina, fucoxantina, peridinina, zeaxantina y violaxantina (Millan
et al. 2004). Por lo tanto, en el aceite de sardina seguramente estos pigmentos estaban

presentes y las xantofilas fueron depositadas en la yema de huevo.
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Por otra parte, el hecho de que las yemas hayan estado mas pigmentadas en el T2
que en el T1 es un aspecto positivo que indica que el aceite de sardina utilizado estaba en
buenas condiciones, ya que cuando existe un proceso de oxidacion, las propiedades
cromogenas pueden reducirse, ya que los carotenoides estan formados por cadenas
hidrocarbonadas altamente insaturadas (Bailey, 1984; Clydesdale, 1998).

Fue interesante observar que con las algas marinas este efecto fue mas intenso,
particularmente con 8% de Sargassum. Esto también ha sido observado por diferentes
autores. Herber-McNeill y Van Elswyk (1996) observaron que al enriquecer el huevo con
acidos grasos n3 suplementando la dieta con una microalga marina, los consumidores
aceptaron bastante bien el huevo. Cuando Strand et al. (1998) incorporaron 15% del alga
parda Fucus serrratus a la dieta de ponedoras, encontraron que el color de las yemas
aumento de 6 a 9 del abanico Roche y la pigmentacion también. Las yemas del grupo
testigo contenian aproximadamente 1.4 ug de carotenoides/g de yema (principalmente
lueina y zeaxanthin). Las yemas de las gallinas alimentadas con AM contenian al inicio [J
1.0 ug de carotenoides/g de yema, la cantidad fue aumentando hasta alcanzar un plateau
aproximadamente a los 8-11 dias de experimentacién; algunas yemas contenian 4.8-4.9 ug
de carotenoides/g de yema, pero otras contenian hasta 8 ug/g de yema. Rendon et al. (2003)
observaron valores de hasta 13 del abanico Roche, cuando suplementé la dieta de las aves
con 5% del residuo de los alginatos. Al-Harthi y El-Deek (2012) obtuvieron incrementos
notables en la coloracion de la yema con 3% y 6% de Sargassum dentifebium, alcanzando
con 6% del alga, concentraciones en el huevo de 25 mg/kg vs 23 mg/kg de carotenos del
grupo testigo; y 16.2 vs 15.5mg/kg de luteina+zeaxantina.

Las algas marinas poseen una gran variedad de pigmentos, tales como el beta-
caroteno 16%, zeaxantina 1%, luteoxantina 7%, violaxantina 7%, z-violaxantina 3%,
fucoxantina 52% y z-fucoxantinas 14% (Strand, 1998; Miyashita y Hosokawa, 2008; Yuan,
2008), que al depositarse en la yema puede resultar en beneficio del consumidor.

Esto es de gran interes no solo para el avicultor sino también para el consumidor, ya
gue como sefiala Clydesdale (1998) la apariencia visual, especialmente el color, es la
caracteristica mas importante de los alimentos que determina ser seleccionado para su

consumo. Sin embargo, los beneficios de incrementar la coloracion de la yema a través de
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carotenoides naturales van mas alla del atractivo visual. Estudios realizados por Chung et
al. (2004) y Goodrow et al. (2006) revelan que los pigmentos presentes en la yema de
huevo, principalmente luteina y zeaxantina, tienen una alta biodisponibilidad en el humano
y son importantes en la prevencion de cataratas y degeneracion macular en la retina.
Asimismo, Miyashita y Hosokawa (2008) sefialan los multiples beneficios que la
fucoxantina tiene en la salud de los consumidores; y otros autores también sefialan la gran
importancia que los pigmentos tienen como antioxidantes (Strain y Benzie, 1999; Bou et al.
2009).

Evaluacion sensorial

El hecho de que no se haya detectado diferencia entre los dos tratamientos, en el
grado de aceptacion por el color de la yema, aun cuando las yemas del T2 (DB+AS)
estaban mas pigmentadas, pudiera deberse a dos razones. La primera es que la prueba
utilizada era subjetiva, por lo que los resultados estan dados en base a la apreciacion visual
de cada panelista lo que origina una amplia variacion. Por lo mismo, seria recomendable
aumentar el namero de participantes. En segundo lugar, pudiera ser indicativo de que el
aceite utilizado en el presente estudio era de buena calidad, procesado a partir de pescado
fresco y estaba protegido con antioxidante.

Es importante sefialar que aun cuando el aceite de pescado sea de buena calidad, el
sabor a pescado que pudiera adquirir el huevo, pudiera ser resultado de la rancidez en las
dietas suplementadas con el aceite de pescado. Por lo tanto, es de gran importancia
asegurarse también de que las dietas que se van a emplear, estén protegidas con
antioxidantes, ya que una vez oxidado, ya sea el aceite como las dietas, la adicion de
antioxidantes no revertira la situacion (Surai y Spark, 2001).

El que no se haya afectado el sabor del huevo concuerda con lo observado por
Garcia-Rebollar et al. (2008) cuando suplemento dietas con 1.5 y 1.7% de aceite de
pescado. Pero difiere de los resultados obtenidos por Adams et al. (1989) y Van Elswyk et
al. (1992), donde los panelistas detectaron un sabor desagradable cuando la dieta de las
aves fue suplementada con 6% Yy 3% de aceite de menhaden, respectivamente. Van Elswyk

et al. (1995) hallaron un mayor contenido de compuestos volatiles de bajo, mas que de alto,
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peso molecular en huevos de gallinas cuyas dietas fueron suplementadas con aceite de
menhaden, atribuyendo a estos la imparticion de un sabor desagradable al producto.

Gonzalez-Esquerra y Leeson (2000) hallaron que aun deodorizando el aceite de
menhaden, el huevo adquiria el caracteristico sabor a pescado. Bailey (1984) asocia el olor
y sabor a pescado con la presencia de compuestos nitrogenados y glicéridos altamente
insaturados y como consecuencia de la combinacion quimica de estos compuestos, durante
la oxidacion de los glicéridos. También menciona que la presencia de aldehidos de peso
molecular medio, en particular de los aldehidos caprilico y caprinico, formados por la
oxidacion y ruptura de una cadena de AG, pueden ser la causa de dichos efectos en el
huevo.

Algunos autores consideran que el olor y sabor a pescado que el huevo adquiere
cuando la dieta de las aves es suplementada con aceite de pescado, se debe a la reduccion
del éxido de trimetilamina y/o a la autooxidacion de los AGn3, ya que estos son muy
susceptibles a oxidarse (Belitz y Grosch, 1997; Surai y Spark, 2001; Eskin y Przybylski,
2001). Este efecto no solo ha sido observado con el AS sino también cuando la dieta ha
sido suplementada con linaza (Surai y Spark, 2001).

En lo que respecta a las algas marinas, el hecho de que el sabor no se haya visto
afectado por su inclusion en las dietas, concuerda con lo informado por diversos autores,
que han utilizado algas marinas en la dieta de las aves aun en niveles altos (10%) y no
encontraron afectacion en el sabor del huevo (Herber-McNeill y Van Elswyk, 1998;
Rendédn et al. 2003; Carrillo et al. 2008; Sefer et al. 2011; Al-Harthi y El-Deek, 2012).

Asimismo, es pertinente recordar que la aceptacion de sabor a pescado varia de un
pais a otro. Por ejemplo, en Chile la gente esta acostumbrada a este sabor y lo acepta como

normal, mientras que para los europeos, esto es inaceptable. (Surai y Spark, 2001).

Efecto de la suplementacion de la dieta con AS sobre el contenido de lipidos totales y la
composicion en AG del huevo

El que la cantidad de lipidos totales en el huevo no haya sido afectada por el tipo de
dieta concuerda con lo informado por Cherian et al. (1996), quienes al incorporar 3.5% de

aceite de menhaden, aceite de palma, aceite de lino o aceite de girasol a dietas para gallinas,
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no observaron cambio alguno en el contenido de lipidos en la yema. De igual manera Van
Elswyk et al. (1992) y Castillo-Badillo et al. (2005) no detectaron diferencias en el
contenido de lipidos totales cuando suplementaron la dieta con 3% de aceite menhaden y
con 1y 2% de ceite de atun, respectivamente. Esto indica que independientemente de la
fuente (vegetal o marina) que se emplee para incrementar los AGn3 en el huevo, la cantidad
total de lipidos no se verd modificada, pero si la composicion en &cidos grasos.

Aunque la composicion en acidos grasos del huevo, en general, fue un reflejo de la
composicion de las dietas; hubieron algunas excepciones. La primera es que aun cuando
las dietas con AS, tenian aproximadamente 26% menos acido oleico que la dieta testigo, en
el huevo la concentracion de este AG no solo se incremento, sino hasta super6 en 4.5% mas
su concentracion, con respecto al huevo del T1.

El segundo cambio notable fue que las dietas con AS tenian 137% mas
araquidonico que la dieta testigo, pero en el huevo la concentracidn de este acido se redujo
64%, en comparacion con T1. Melluzzi et al. (2000), observaron éste mismo
comportamiento (25.54 vs. 67.72 mg/egg de AA) como consecuencia de la suplementacién
con aceite de pescado; pero también observaron un incremento de todos los &cidos grasos
n-3 en la yema; particularmente EPA (19.53 vs. 0.74 mg/egg) y DHA (143.70 vs. 43.66
mg/huevo).

Un tercer aspecto fue que en las dietas con AS existia una mayor concentracion de
EPA que DHA, sin embargo en el huevo sucedi6 lo contrario, habia mas DHA que EPA.
Esto concuerda con lo observado por Huang et al. (1990) quienes informan que al
suplementar la dieta de las gallinas con 3% de aceite de menhaden (11% EPA 'y 9% DHA),
hay una mayor deposicion de DHA en la yema (29 vs 192 mg de EPA y DHA
respectivamente). La explicacion a ello pudiera estar relacionada con el metabolismo de los
AGnN3 en las aves, donde al parecer existe una mayor preferencia de las enzimas para
depositar DHA en los tejidos, asi como una mayor eficiencia de retencion del DHA en los
mismos, tal como ocurre en el humano (Spreecher et al. 1995; Gonzélez-Esquerra y
Lesson, 2001; Alvarez et al. 2004).
Esto no quiere decir que el EPA sea menos importante, ambos cumplen funciones

diferentes. A partir del EPA se forma una amplia variedad de compuestos biologicamente
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activos conocidos como eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos), potentes reguladores
de la actividad biologica; este AG es capaz de ser elongado a &cido docosapentaenoico
(C22:5 n3 DPA) y este a su vez a DHA (C22:6 n3). EI DHA, por su parte, puede ser
retroconvertido a EPA, siendo su aspecto mas significativo ser el principal componente
estructural en las membranas celulares del sistema nervioso y de la retina. En éstas puede
constituir aproximadamente el 60% de los AGPI presentes y es tal su importancia que
algunas investigaciones sefialan que una deficiencia de este acido graso puede dar origen a
algunas anormalidades funcionales (Rice, 1999).

El que la relacion n6:n3 en el huevo se redujera notablemente al suplementar las
dietas con AS, pasando de 11:1 a una de 2:1, resulta ser de gran importancia, ya que
habitualmente el huevo comercial tiene una alta proporcion de n6, y un bajo contenido de
n3 (9:1)(Surai y Spark, 2001; Seuss-Baum, 2007), similar a una tipica dieta occidental
(10:1), lo cual se asocia con un incremento en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, ciertos tipos de canceres, etc. (Gebauer et al. 2008). La relacion n6:n3
recomendada en una dieta habitual va de 1:1 a 4:1 (Yannakopoulos, 2007); ya que como se
sabe, los n6 y los n3, son dos clases de AGPI metabdlica y funcionalmente distintos con
efectos fisiologicos opuestos, por lo que mantener un balance adecuado né:n3 es de gran
importancia, ya que ambos compiten por las mismas enzimas. Al parecer, los n3 son
preferidos por las enzimas delta-desaturasas (Surai y Spark, 2001).

Por otra parte, la razén por la cual la cuantificacion de los acidos grasos se realizé
hasta la cuarta semana fue que la incorporacion de AGn3 procedentes de la dieta, en la
yema es un proceso gradual, a los 9 dias de experimentacion se empiezan a notar los
cambios en la composicion de los AG en la yema y es a partir de los 21 dias que la
concentracion de los AG se estabiliza (Cherian, 2007; Seuss-Baum, 2007). Yu and Sim
(1987) suplementaron la dieta de las gallinas con diferentes niveles de inclusion de aceite
de salmon, alcanzando la méxima incorporacion de los n3 a los 8 dias. Lin et al. (1995)
suplementaron la dieta con 1.5% de aceite de menhaden y diariamente, por un periodo de
14 dias, registraron la concentracion de n3 en la yema, los resultados mostraron que a los
14 dias la composicion de AG en el huevo habia sido modificada. Van Elswyk (1997a)

alimentd a las aves con diferentes niveles de aceite de menhaden observando una
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deposicién gradual de n3 de la semana 0 a la 3, estabilizdndose el contenido y la
composicion entre las semanas 3 y 4. Los tratamientos con los mas altos niveles de aceite
de menhaden (AMH) alcanzaron mas pronto el plateau, que los tratamientos con bajos
niveles. Despues de remover las dietas experimentales, el contenido de n3 en las yemas
disminuyé 20% durante las dos primeras semanas, en la tercera se mantuvo constante y en
la semana 4, los tratamientos con 0.5, 1% y 1.5%, alcanzaron los mismos valores que el

grupo testigo. Estos resultados ilustran el turnover de los lipidos en la yema.

Efecto del tiempo sobre la composicion en AG del huevo almacenado a temperatura
ambiente

La formacion de MDA, tanto en el tratamiento T1 como en los que se suplemento
con AS, indica que desde el momento en que el huevo se expone a factores externos como
la luz y la temperatura, se inicia el proceso oxidativo. Pero el hecho de haya una mayor
cantidad de MDA en el T2, T3 y T4, también demuestra que suplementar la dieta con AS
favorece aun mas la formacion de radicales libres (RL).

Por otra parte, el hecho de que el perfil de acidos grasos en general se haya
mantenido constante durante los 60 dias en que se mantuvo el huevo a temperatura
ambiente (20 C) concuerda con lo sefialado por otros autores quienes sefialan que el perfil
de AG de huevos enriquecidos con AGn3 no se altera durante el cocimiento (Van Elswyk
et al.1992) o durante siete semanas de almacenamiento a 25 C (Oku et al. 1996). Aymond
y Van Elswyk (1995), tampoco observaron cambios en los valores de TBARS en huevos
enriquecidos con n3, cuando aceite de linaza fue incluido en la dieta de las aves, en
comparacion con el grupo testigo.

Otros en cambio, informan un incremento en la susceptibilidad a la oxidacion
durante al almacenamiento y cocimiento del huevo (Cherian et al., 1996).

Marshall et al. (1994) notaron que en el huevo fresco de gallinas cuya dieta habia
sido suplementada con 1.5% de aceite de menhaden, presentaba mayor concentracion de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) que en el huevo de gallinas sin
suplementar. Aun cuando a la dieta con aceite de menhaden se le habian adicionado 12.5
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mg de alfa-tocoferol/ave/d (la recomendacion del NRC para una dieta convencional es de
0.5 mg/ave/d). En el presente estudio, la adicion de algas marinas a las dietas
suplementadas con AS al parecer no ayudaron a detener el proceso oxidativo.

Es posible que los antioxidantes propios en el ave (carotenoides, vitamina E,
fosvitina, selenio, etc), presentes en el huevo (Guérin-Dubiard et al. 2007), contribuyan a
proteger a estos AG por la importancia fisiologica que tienen para el ave; y que los
compuestos oxidados detectados desde el primer dia de almacenamiento en ambos
tratamientos mediante la prueba de TBARS hayan sido otros, diferentes a los AG. Marshall
et al. (1994) sugieren que los TBARS en yema son el resultado de la transferencia directa
de lipidos oxidados presentes en la dieta o producidos en el higado y posteriormente
transferidos a la yema junto con otros materiales lipofilicos.

La sintesis de sutancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en el higado de
gallinas ponedoras ha sido confirmado por Caston et al. (1994) cuando comparé una dieta
convencional como testigo contra otras que tenian 10 6 20% de linaza molida. Encontraron
un incremento de TBARS en el higado, proporcional al nivel de inclusion de linaza en la
dieta.

Aymond y Van Elswyk (1995) sugieren que las condiciones en las que se
almacenan las dietas, tal como el uso de contenedores hermeticos mantenidos en
refrigeracion, pueden reducir una potencial deposicion de TBARS en la yema.

El EPA y DHA son altamente susceptibles a la oxidacién debido al alto namero de
dobles enlaces reactivos. La fraccion polar es altamente insaturada y al parecer la
fosfatidilcolina es importante en la degradacién de los lipidos del pescado (Takahashi et al.
1985). Los aceites se prestan a una facil oxidacién, pues se vuelven rancios durante la
elaboracion y el almacenamiento, esta oxidacién se acelera por el calor, la luz y la
presencia de catalizadores y pueden ser contrarrestada administrando antioxidantes, o
almacenandolos en lugares oscuros (Cifuentes et al. 1997).

Por otra parte, el hecho de que a los 60 dias la concentracion de MDA haya sido
menor que al inicio y que a los 30 de almacenamiento no precisamente indica que haya
habido menor oxidacion, lo mas probable es que se hayan formado otros compuestos

productos de la oxidacion, diferentes al MDA y que por lo tanto no pudieron ser medidos a

144



través de la prueba de TBARS. Se sabe que durante la oxidacion lipidica se generan los
precursores del MDA (hidroxiperoxi epidioxidos, 1,3 dihidroxiperoxidos, 1,4
dihidroperoxido y los monohidroxiperoxidos) asi como diversos compuestos que pueden
reaccionar con el TBA por lo que los datos obtenidos con este método no son un reflejo
exacto del grado de oxidacionel sistema. Por lo tanto seria recomendable utilizar otras
pruebas, ademas de la de TBARS, para conocer con mayor precision el grado de oxidacion
en el huevo y poder identificar los compuestos que se oxidaron (Frankel y Neff, 1983;
Guillen-Sanz y Guzméan-Chozas, 1998).

Utilizar el aceite de sardina con el fin de enriquecer al huevo con AGn3 es por el
momento una alternativa no costosa, que debiera ser aprovechada en México por los
avicultores (Gamez-Meza et al. 1999). Méas aun cuando estudios realizados por Noriega et
al (2002) han demostrado que el AS refinado, blanqueado, deodorizado y no deodorizado
conserva el alto contenido de estos acidos grasos.

Adicionar algas marinas a las dietas suplementadas con AS favorecié un mayor
incrmento de los AGn6 (principalmente del acido linoleico) y de los AGn3 (principalmente
del DHA), manteniendo de cualquier manera una relacién n6:n3 adecuada. Esto indica que
aungue las concentraciones de AGn3 en las algas son bajas en comparacién con las de un
aceite de pescado (por su bajo contenido de lipidos totales), son capaces de modificar el
perfil lipidico en el huevo.

Por otra parte, el incremento en la concentracién de AGn3en el huevo al adicionar
AM es de gran importancia en virtud de las recomendaciones que se han dado sobre su
consumo a fin de reducir el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y otros
trastornos (Kris-Etherton et al. 2002; Holub, 2002).

Conclusion

Se concluye que utilizar el aceite de sardina en la dieta para gallinas es una
alternativa para enriquecer el huevo con acidos grasos omega 3 y reducir la relacion n6:n3
en el mismo, lograndose mantener esta situacion aun hasta por 60 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente (20°C); y que adicionar algas marinas incrementa aun mas la

concentracion de AGn3 en el huevo, por lo que resulta conveniente suplementar la dieta
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con AS y AM. El poder antioxidante de las algas no fue observado, por lo que se sugiere
utilizar otras pruebas, ademas de la de TBARS, para medir el grado de oxidacion cuando el

huevo ha sido enriquecido con AGna3.
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6.4 Efecto sobre la composicion en acidos grasos, caracteristicas
sensoriales y estabilidad oxidativa del huevo al suplementar la dieta
para gallinas con aceite de sardina y acido linoleico conjugado
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Efecto sobre la composicion en acidos grasos y estabilidad oxidativa del huevo
almacenado a temperatura ambiente, al suplementar la dieta para gallinas con aceite
de sardina y &cido linoleico conjugado

Resumen

Algunos investigadores han tratado de dar un doble valor agregado al huevo para plato,
suplementando la dieta de las aves con aceite de pescado y acido linoleico conjugado
(CLA), enriqueciendo asi al huevo con AGn3 y CLA, lo que aumenta el riesgo de una
lipoperoxidacion. Sin embargo, dado que el CLA posee propiedades antioxidantes, es
posible que eso evite o reduzca dicho riesgo. El objetivo de este estudio es determinar el
efecto que sobre la composicion en acidos grasos y la formacién de malonaldehido (MDA)
tiene el CLA en el huevo almacenado por 60 dias a temperatura ambiente, al suplementar la
dieta para las aves con aceite de sardina y CLA. Para ello se condujo un ensayo en el que se
utilizaron 240 gallinas Bovans White de 75 semanas de edad, distribuidas en cuatro
tratamientos con 5 réplicas de 12 aves cada una, constituyendo cada réplica la unidad
experimental. A cada grupo de 60 gallinas le fue asignada aleatoriamente una de las
siguientes dietas: T1-dieta base (DB), T2-DB+2.5%AS, T3-DB+2.5%AS+1%CLA, T4-
DB+2.5%AS+2%CLA. El ensayo tuvo una duracion de 4 semanas, con una semana previa
de acostumbramiento. Agua y alimento fueron suministrados ad libitum. Al final del
periodo experimental se midieron las variables productivas y el color de la yema. Se evalud
sensorialmente el sabor del huevo. La concentracion de acidos grasos (AG) en el huevo y el
grado de oxidacion de los mismos se midié a los 0, 30 y 60 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente (20 C), mediante la prueba de TBARS. Los resultados mostraron un
incremento notable en la concentracion de AGS, de CLA y de los AGn3 (P< 0.05), y una
reduccion significativa de los AGM y del color de la yema (P < 0.05). La albumina
presentd una coloracion rosada. La concentracion de malonaldehido (MDA)en el huevo
fue significativamente mas alta cuando las dietas estaban suplementadas con aceite de
sardina + CLA. Se concluye que al suplementar la dieta de las gallinas con aceite de
sardina y CLA se obtiene un huevo con doble valor agregado, pero el riesgo de oxidacion
es mayor.

Palabras clave: aceite de sardina, acido linoleico conjugado, &cidos grasos omega 3,

estabilidad oxidativa, huevo
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Introduccion

Actualmente las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y diferentes tipos de
canceres se han convertido en las principales causas de mortalidad en muchos paises de
occidente. Sin embargo, se ha observado que consumir en forma regular acidos grasos
omega 3 (AGn3), particularmente el eicosapentaenico (C20:5 EPA) y el docosahexaenoico
(C22:6 DHA) resulta de ser de gran utilidad en la prevencion y control de estas y otras
enfermedades (Holub, 2002; Simopoulos, 2008). Pero también, el uso del acido linoleico
conjugado (CLA) ha cobrado un gran interés en virtud de los maultiples beneficios a la
salud, que también ofrece. Se sabe que el CLA tiene efecto hipocolesterolémico,
hipotrigliceridemico y antiaterogénico. Enel sistema inmune ejerce una estimulacion en la
sintesis de la IgA, IgG, IgM y una disminucion significativa en los nivles de IgE, por lo
que se le considera potencialmente efectivo en la prevencién y tratamiento de alergias
alimentarias. Su accion sobre el cAncer mamario parece ser el mas significativo, aungque
también su participacion en la reduccion del peso corporal ha cobrado gran interés en los
ultimos afios (Pariza y Ha, 1990; Ip, 1997; Sanhuenza et al. 2002; Aydin, 2005; Hur et al.
2007; Chow, 2008).

De ahi el interes de algunos investigadores por buscar ingredientes utiles para
enriquecer con AGn3 y CLA alimentos de facil consumo y bajo costo, como el huevo de
gallina, dandole asi un doble valor agregado (Cherian et al, 2002, 2007a; Alvarez et al.
2004; Carrillo et al. 2012). Los resultados que se han obtenido son muy interesantes, ya
gue con esa combinacion no solo se ha logrado incrementar la concentracion de CLA en el
huevo, sino también la de los AGn3. Carrillo et al. (2012) realizaron un ensayo en el que
proporcionaron a gallinas ponedoras cuatro diferentes dietas. Una era la dieta base o
testigo, las otras tres estaban suplementadas con 2.5% de aceite de sardina (AS), pero dos
de ellas incluian ademas 1% 6 2% de CLA. Los resultados que obtuvieron mostraron un
incremento significativo en el contenido de CLA (0.07 vs 2.98%), y de los &cidos
eicosapentaenoico (C20:5 EPA) y docosahexaenoico (C22:6 DHA) cuando las dietas
fueron suplementadas con AS (EPA 0.53% EPA y DHA 3.92% del total de acidos grasos);
en comparacion con el grupo testigo (EPA 0.02% y DHA 0.77% ). Pero mas interesante

aun, resulté el hecho de que estas concentraciones aumentaron todavia mas cuando a las
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dietas suplementadas con AS se les agregd 1% 6 2% de CLA (EPA 0.59%, DHA 4.31%)
Estos resultados concuerdan con lo observado por otros autores, quienes sefialan que el
CLA favorece la sintesis y deposicion del EPA y DHA en el huevo (Emken, 1984; Du et al.
2000; Cherian et al. 2002; Raes et al. 2002).

Esto plantea otro problema ya que se sabe que los acidos grasos de cadena larga, son
mas susceptibles de oxidarse. Por lo tanto, al tener el huevo un mayor contenido de AGn3
y de CLA el riesgo de oxidacion sera mayor. Sin embargo, dado que el CLA tiene otra
propiedad muy importante, la de antioxidante, es posible que esto contribuya a reducir el
riesgo de una lipoperoxidacion. De hecho, algunos autores sefialan que es mas potente que
el alfa-tocoferol y aun mas efectivo que el hidroxitolueno (BHT) (Ha et al. 1990; Hur et al.
2007). La informacién al respecto no es contundente, sin embargo, en modelos in vivo el
CLA produce una disminucién significativa en los niveles de perdxidos y de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico. Estudios in vitro han demostrado que el CLA posee una
efectiva capacidad para atrapar radicales libres, por lo que se considera un potente
antioxidante (Banni et al. 1998).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto que sobre la
composicion en acidos grasos y la formacion de malonaldehido (MDA) en el huevo
almacenado durante 60 dias a temperatura ambiente (20 C) tiene el CLA, al ser

incorporado en dietas para gallinas suplementadas con aceite de sardina.

Materiales y Métodos
Obtencion del aceite de pescado y del CLA

El aceite de sardina (AS) empleado en el estudio provenia de Guaymas, Sonora,
México, de una planta procesadora de harinas de pescado, no estaba deodorizado, refinado
ni blanqueado y estaba estabilizado con 200 ppm de butilhidroxitolueno (BHT), como
antioxidante. Se mantuvo en refrigeracion y en oscuridad hasta el momento de ser utilizado
La presentacion comercial del acido linoleico conjugado (CLA) utilizado en este estudio,
contenfa 20% de CLA (10% del isomero c9, t11 y 10% del isomero t10, c12) (Lutrell® Pure
granulado, BASF Mexicana).
Formulacion y preparacion de las dietas
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La dieta base se formulé con el programa Nutrion Windows ™ (Versién 5.0 Pro),
cubriendo las necesidades nutrimentales establecidas por el National Research Council
(NRC 1994) para gallinas ponedoras, con 15% de proteina cruda y 2785 kcal de energia
metabolizable. Fue elaborada con base sorgo-soya y sin antioxidante (Cuadro 19). Esta
dieta fungié como testigo (T1), mientras que las otras tres dietas experimentales fueron
suplementadas con 2.5% AS, en sustitucion del aceite de soya; pero a dos de ellas se les
adicion6 ademas 1% 0 2% de acido linoleico conjugado (CLA) (T2, T3 y T4
respectivamente).

Las dietas se prepararon cada semana, primero en una mezcladora de gusano sinfin
con capacidad para 120 kg/5 minutos, y posteriormente en una mezcladora de liston

(Howes Co Inc model 152 M) por 3 minutos a 75 rpm.

Analisis de la composicion de &cidos grasos en los aceites y dietas

En el caso de las dietas y de los aceites, previo al analisis de acidos grasos, se hizo
una extraccion de lipidos con cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, método 923.07). El
extracto lipidico de las dietas y de los aceites, fue metilado con trifluoruro de boro al 20%
en una solucion metandlica al 2% (AOAC 2000, método 969.33). Las muestras se
inyectaron en un cromatégrafo de gases Varian, modelo 3380 CX equipado con un
automuestreador CP8400, detector de ionizacién de flama y columna DB23 de 30 m con un
d.i. de 0.25mm. Se utilizé al nitrégeno como gas acarreador a un flujo de 30 mL/min. Las
temperaturas utilizadas fueron: columna 230°C, inyector 150°C, detector 300°C. Para
calcular la concentracion de &cidos grasos se utilizd6 como patron de referencia una mezcla
de estandares de 4cidos grasos con concentraciones conocidas (Supelco™ 37 FAME Mix
SIGMA). El &cido miristoleico fue utilizado como estandar interno. La integracion de los
resultados se hizo mediante el programa Star Chromatography Workstation vs 6.3 Varian
Associates, Inc. Los resultados se reportan en porciento del total de acidos grasos (% TAG)
(Cuadros 20 y 21).
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Cuadro 19. Composicion porcentual de la dieta base

Ingrediente kg
Sorgo grano 61.8
Pasta de soya 20.4
Carbonato de calcio 12.4
Aceite de soya 2.50
Ortofosfato 1820* 1.55
Sal (NaCl) 0.45
L-Lisina HCL 0.35
Avelut polvo 15 2 0.10
Toxisorb 0.10
Alimet 88% 0.08
Avired 0.08
Premezcla mineral * 0.05
Cloruro de colina 60 0.05
Premezcla vitaminica ° 0.05
Bacitracina 0.03
L-treonina 0.03
Antioxidante 0.00
Total 100.02
Aporte calculado

Energia Metabolizable (Mcal/kg) 2.75
Proteina cruda % 15.32
Metionina % 0.33
Met + Cis % 0.58
Lisina % 1.02
Treonina 0.63
Calcio total % 4.85
Fasforo disponible % 0.41
Sodio % 0.18
Cloro % 0.40
Colina mg/kg 1260.69

: Fosfato monobésico P 21% min, Ca 18% min, F 0.21% max, humedad 5% max.

2 Fuente natural de xantéfilas amarillas (Flor de cempasuchitl) 15 g/kg

3 Pigmento vegetal rojo: Lucantin Red como fuente de cantaxantina, 5 g carotenoides total /kg

Minerales (mg/kg dieta): Mn 120; Zn 100; Fe 120; Cu 12; | 0.7; Se 0.4; Co 0.2; excipiente, c.b.p. 1 000

Vitaminas (por kg): A, 10 000 000 1U; D5, 3 000 000 1U; E, 20 000 1U; K3, 2.500 g; Tiamina, 2.500 g;
Riboflavina, 5 g; Niacina, 35 g; Acido pantotenico, 10 g; Piridoxina, 4 g; Acido folico, 1 g; Cianocobalamina, 10
mg; Biotina, 200 mg; excipiente cbp 1 000.

(LI
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Cuadro 20. Composicion en acidos grasos de los aceites

Acido graso (% total de acidos grasos) Aceite de soya  Aceite de sardina
Miristico (C14:0) 0.11 6.09
Palmitico (C16:0) 10.77 18.54
Heptadecanoico (C17:0) 0.10 0.56
Estedrico (C18:0) 4.22 3.82
Araquidico  (C20:0) 0.31 0.29
Total AGS 15.58 29.42
Pentadecanoico (C15:1) 0.00 0.51
Palmitoleico (C16:1) 0.18 7.47
cis10-heptadecenoico (C17:1) 0.07 0.99
Oleico (C18:1) 21.91 12.2
cis-vaccénico (C18:1) 0.83 3.06
Eicosenoico (C20:1) 0.22 0.22
Erucico (C22:1) 0.05 0.22
Total AGM 23.33 24.91
Linoleico (C18:2 n6) 53.23 1.37
CLAC9,t11y cl1,t9 (C18:2) 0.03 2.55
CLAt10,c12 (C18:2) nd 0.29
y-linolénico (C18:3n6) 0.06 0.31
a-linolénico (C18:3 n3) 6.95 0.99
cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 0.05 0.25
cis-11,14,17eicosatrienoico  (C20:3) 0.10 0.18
cis-8,11,14-eicatriencico (C20:3) nd 0.22
Araquidonico (C20:4 n6 nd 0.75
Eicosapentaenoico (C20:5 n3) 0.40 14.2
Docosapentaenoico (C22:5 n3) nd 1.57
Docosapentaenoico (C22:5 n6) nd nd
Docosahexaenoico (C22:6 n3) 0.04 10.26
Total AGPI 60.90 32.94
Total né 53.29 2.43
Total n3 7.39 27.02
n6:n3 7.21 0.09

AGS-4cidos grasos saturados, AGM-acidos grasos monoinsaturados, AGPI-acidos grasos
poliinsaturados
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Cuadro 21. Composicion en cidos grasos de las dietas experimentales

Acidos grasos (% total &cidos grasos) Tl T2 T3 T4
Laurico (C12:0) 0.13 0.1 0.08 0.06
Miristico (C14:0) 0.24 3.46 242 1.66
Palmitico (C16:0) 13.03 17.01 14.58 13.48
Heptadecanoico (C17:0) 0.12 0.35 0.28 0.25
Estearico (C18:0) 3.86 3.27 13.07 22.69
Araquidico  (C20:0) 0.26 0.22 0.53 0.62
Lignocerico (C24:0) 0.12 0.08 0.12 0.12

Total AGS 17.93 24.64 31.08 38.88
Pentadecanoico (C15.1) 0.04 0.31 0.22 0.16
cis10-pentadecendico (C15:1) 0.07 0.05 0 0.06
Palmitelaidico (C16:1) 0.08 0.1 0 0.07
Palmitoleico (C16:1) 0.44 411 2.67 1.89
cis10-heptadecenoico (C17:1) 0.07 0.29 0.34 0.24
Oleico (C18:1n9) 27.78 20.41 18.87 17.22
cis-vaccenico (C18:1) 0.72 2.23 1.61 1.2
Eicosenoico (C20:1) 0.28 1.32 0.92 0.65
Erucico (C22:1) 0.11 0.16 0.63 0.39

Total AGM 29.58 28.97 25.26 21.87
Linoléico (C18:2 n6 LA) 43.71 20.36 13.55 9.47
Gama-linolénico (C18:3 n6 GLA) 0 0.14 0.08 0.05
Alfa-linolénico (C18:3 n3 ALA) 4.54 1.6 1.05 0.69
CLA c9,t11y c11,t9 (C18:2) 0 0.45 5.45 9.58
CLA110,c12 (C18:2) 0 0 5.36 10.72
cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 0.04 0.11 0.08 0.05
cis-11,14,17eicosatrienoico  (C20:3) 0.04 0.06 0 0.04
cis-8,11,14-eicatrienocico  (C20:3) 0.04 0.23 0 0.12
Araquidonico (C20:4 n6 AA) 0.19 0.45 0.25 0.18
Eicosapentaenoico (C20:5n3 EPA) 0.3 8.05 5.45 3.77
Docosapentaenoico (C22:5 n6 DPA) 0 0.16 0.11 0.07
Docosapentaenoico (C22:5 n3 DPA) 0 1.08 0.7 0.46
Docosahexaenoico (C22:6 n3 DHA) 0.07 6.11 3.89 2.57

Total AGPI 48.93 39.94 40.51 37.35
Total CLA 0 1.42 15.22 19.8
Total AGn6 43.9 21.12 13.99 9.77
Total AGn3 491 16.83 11.1 7.49
n6:n3 9:01 1.3:1 1.3:1 1.3:1

T1-Dieta base (DB), T2-DB+2.5%AS, T3-DB+2.5%AS+1%CLA, T4-DB+2.5%AS+2%CLA
AGS-4cidos grasos saturados, AGM-acidos grasos monoinsaturados, AGPI-acidos grasos poliinsaturados
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Medicion de las variables productivas

El ensayo experimental con las aves tuvo lugar en el Centro Experimental de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM), ubicado en Santiago, Zapotitlan,
Delegacion Tlahuac, Distrito Federal. EI clima de la region es templado subhimedo, con
una precipitacion anual de 747 mm, siendo enero el mes mas frio y mayo el més caluroso.
Para cada tratamiento se utilizaron 60 gallinas Bovans White de 75 semanas de edad, con 5
réplicas de 12 aves cada una, constituyendo cada réplica la unidad experimental. A cada
grupo de gallinas le fue asignada aleatoriamente una de las dietas experimentales. El
ensayo tuvo una duracion de 4 semanas, con una semana previa de acostumbramiento y un
y un programa de 16 horas de luz. Agua y alimento fueron suministrados ad libitum. Se
Ilevd un registro diario del consumo de alimento, produccién de huevo y peso del huevo.
Al final de cada semana se hizo un resumen semanal de las variables antes mencionadas,
asi como, de la masa de huevo y conversién alimenticia.

El estudio se condujo en conformidad con las politicas establecidas por el Comité
de Etica para el Cuidado de los Animales, de la Fac.Med.Vet.Zoot., UNAM.

Evaluacién del color de la yema con el Abanico Roche

Al final de la cuarta semana de experimentacion se tomaron al azar 25 huevos de
cada tratamiento (5 por réplica) para medir el color de la yema, de acuerdo a los valores del
abanico colorimétrico Roche, cuyos valores van del 1 al 15, correspondiendo el nimero 1

a un color amarillo muy palido y el 15 a un amarillo-naranja muy intenso.

Evaluacion sensorial del huevo

Al final de las cuatro semanas de experimentacion, se realizd una prueba de
evaluacion sensorial en cabinas individuales en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial del
Depto. de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos del INCMNSZ. Se aplico una prueba
afectiva para medir el grado de aceptacion por el sabor del huevo y el color de la yema
(Anzaldta-Morales, 1994). En los dos casos se utiliz6 una escala ordinal de cinco puntos.
Participaron 30 jueces no entrenados, de ambos sexos, consumidores habituales de huevo.

a) Sabor del huevo
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De cada tratamiento se tomaron al azar 8 huevos, se revolvieron y frieron en una
sartén con aceite en aerosol (PAM™R). En ninguno de los casos se adiciond sal u otro
sazonador. A cada tratamiento se le asigno una clave de tres digitos, tomados de una tabla
de numeros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

En una charola, se coloco un plato con las diferentes muestras de huevo revuelto,
junto con una pieza de pan blanco y un vaso de agua (que entre muestra y muestra deberia
consumir el panelista a fin de eliminar sabores residuales) y un cuestionario para indicar el
grado de aceptacion para cada una de las muestras. Dentro de la cabina se utilizo luz roja
para evitar que el panelista se dejara influir por el color del huevo al evaluar el sabor del

mismo.

b) Color de la yema

Se tom6 un huevo de cada tratamiento, cada yema se colocd en recipientes de
plastico transparente sobre un fondo blanco, asignando a cada yema una clave de tres
digitos (diferente a la empleada en la evaluacion del sabor), tomados de una tabla de
numeros aleatorios (Meilgaard et al. 1999).

A cada panelista se le entregaba una charola con las yemas de los diferentes
tratamientos a evaluar. Junto con ello se les daba un cuestionario donde indicaban el grado
de aceptacion por el color de la yema de cada tratamiento, de acuerdo a la escala de cinco
puntos que ahi se sefialaban. Dentro de la cabina se utiliz6 luz blanca.

Se cerrd la ventanilla de la cabina (para permitir la concentracion del panelista) y se
esperd la sefial (luz de color rojo) que indicaba que habia concluido su evaluacién. En ese

momento se abria la ventanilla para recoger los cuestionarios.

Analisis de la composicién en acidos grasos del huevo

Al final de la cuarta semana de experimentacion se tomaron al azar 30 huevos de
cada tratamiento (6 por réplica). 10 de ellos se mezclaron con una batidora para formar un
“pool”, de alli se tomaron 10 alicuotas de 1 g para realizar la extraccion lipidica con
cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, método 923.07) y metilar los acidos grasos con
trifluoruro de boro al 20% en una solucién metandlica al 2% (AOAC 2000, método
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969.33). Las 20 piezas restantes de cada tratamiento, se conservaron a temperatura
ambiente (20°C), para efectuar estos mismos analisis a los 30 y 60 dias siguientes. Las
muestras se inyectaron en un cromatografo de gases Varian, modelo 3380 CX equipado
con un automuestreador CP8400, detector de ionizacidn de flama y columna DB23 de 30 m

con un d.i. de 0.25mm.

Determinacion de la oxidacion lipidica mediante la prueba de TBARS

En la cuarta semana de experimentacion se tomaron de cada tratamiento 30 huevos.
Al siguiente dia, después de la recoleccién, a 10 de ellos se les determiné el grado de
oxidacion lipidica en yema, utilizando el método del &cido tiobarbitdrico (TBARS) (Salih
et al. 1987; Botsoglou et al.1994). Las 20 piezas restantes se conservaron a temperatura

ambiente (20°C), para efectuar el mismo analisis (n=10) a los 30 y 60 dias siguientes.

Disefio Experimental del Estudio

El estudio fue prospectivo, comparativo y experimental. El modelo estadistico
utilizado para las variables productivas y el color de la yema fue conforme a un disefio
completamente al azar, siendo el siguiente:

Yij=p+Ti+&ij donde:

Yij = Valor de la variable de respuesta en el tratamiento i, repeticion j.

M = media general
L i = Efecto del tratamiento i.

ﬁij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.

El disefio empleado para la concentracion de lipidos totales, &cidos grasos y
malonaldehido (MDA) en el huevo, fue uno completamente al azar, con arreglo factorial
2x3, donde los factores a considerar fueron la dieta (testigo y experimental) y el tiempo de
conservaciéon del huevo (0, 30 y 60 d) a temperatura ambiente. EI modelo estadistico
asociado a este disefio fue el siguiente:

Yijk = p + Ai + Bj + Ai*Bj + &ijk

donde:
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Yijk = Variable de respuesta debido al efecto de la dieta y el tiempo de
conservacion

K = media general

Ai = Efecto de la i-ésima dieta

Bj = Efecto del j-ésimo tiempo de conservacion

Ai*Bj = Interaccion entre la dieta y el tiempo de conservacion

Eij = Error experimental del i-ésimo tratamiento de la j-ésima repeticion.

Anélisis estadistico

Los datos de las variables productivas y el color de la yema (medido con el abanico
Roche) se analizaron mediante un analisis de varianza para un disefio completamente al
azar, y contrastes ortogonales para la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey
(P < 0.05) (SAS, 2008). .

Los datos obtenidos en la prueba de evaluacion sensorial se analizaron mediante la

prueba no parametrica de rangos de Wilcoxon con una significancia de 0.05 (SAS, 2008).

Los datos de las variables concentracion de lipidos totales, acidos grasos y MDA en
huevo se analizaron conforme a un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3,
siendo un factor la dieta y el otro el tiempo. Se utiliz6 el PROC GLM de SAS (SAS, 2008)
para el andlisis de los datos. La comparacion entre medias se hizo con la prueba de Tukey
(P<0.05).

Resultados
Variables productivas
Los resultados mostraron que al suplementar la dieta con AS se afectaron en forma
negativa la produccion y masa de huevo, disminuyendo en forma considerable, pero el
color de la yema se vio favorecido, ya que pas6 de un valor de 9 a 10 del abanico Roche
(P<0.05). El consumo de alimento y peso del huevo no se vieron afectados (Cuadro 22).
Sin embargo, cuando el AS se suministrd junto con el CLA, cambios ain mas
significativos fueron observados en estas variables y en la calidad fisica del huevo P<0.05).
Por un lado, el consumo de alimento disminuyo signficativamente cuando se adiciond 2%
de CLA a dietas suplementadas con AS (P<0.05). La produccién, peso y masa del huevo

se redujeron notablemente cuando 1% y 2% de CLA fueron adicionados a las dietas (P <
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0.05). La conversion alimenticia al igual que la coloracion de la yema, se vieron afectados
en forma negativa con ambos niveles de inclusion de CLA (P < 0.05), aunque con 2%, en

particular, el color de la yema fue todavia menor (Cuadro 22).

Cuadro 22. Variables productivas y color de yema obtenidos al suplementar la dieta
para gallinas ponedoras con aceite de sardina y acido linoleico conjugado en forma combinada

Tl T2 T3 T4
Consumo de alimento (g/ave/d) 115.00+7.13a 110.85+10.26 ba 111.53 +6.28 ba 107.61+6.18 b
Produccién de huevo (%) 84.31+752a 77.28+7.64b 7750+ 7.66 b 76.31+6.48b
Peso de huevo (g) 67.25+1.78a 66.64+4.33a 62.37+2.74b 62.41+1.88b
Masa de huevo (g) 56.77+6.07a 51.60+6.84b 48.32+5.04b 47.63+4.381b
Conversion alimenticia 206+0.22b 2.28+0.41 ba 2.34+0.21a 2.28 £ 0.24 ba
Color de yema 874+111ch 9.60+049a 9.08+0.48b 854+0.73¢c

a, b, ¢ En cada renglén, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05)
T1- dieta base (DB), T2- DB+AS, T3- DB+AS+1%CLA, T4-DB+AS+2%CLA

Evaluacion sensorial

La aceptacion por el color de la yema no fue diferente entre los cuatro tratamientos
(P>0.05). Respecto al sabor, solo el huevo del T3 (DB+AS+1%CLA) tuvo una menor
aceptacion que el huevo del T1 (P<0.05), con los otros tratamientos las diferencias no
fueron significativas (P>0.05) (Figura 17).

Lipidos totales y &cidos grasos en el huevo

El contenido de lipidos en el huevo se mantuvo constante a lo largo de los 60 dias
en los tratamientos T1(DT) y T2(DT+AS), pero en T6 (DT+AS+1%CLA) hubo un menor
contenido en el dia 0 y 60, mientras que en T7 (DT+AS+2%CLA) lo fue en el dia 60
(P<0.05) (Cuadro 23).

Al suplementar la dieta con AS la concentracion total de AGS se increment6
aproximadamente un 5%; sin embargo cuando se adiciond CLA, el incremento fue de hasta
56% en el T3y 62% en T4. La concentracion de AGS en el huevo se mantuvo constante a
lo largo de los 60 d, en los tratamientos T1 y T2 (P>0.05). Pero en los que tenian CLA no
solo aumentd signficativamente (P<0.05) la concentracion de los acidos miristico (C14:0),
palmitico (C16:0)(mas del 50%) y estearico (C18:0) (mas de un 100%) en el huevo, con

respecto a los otros tratamientos; sino que también hubo cambios por efecto del tiempo de
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conservacion. Por ejemplo, con 1%CLA la concentracion del acido palmitico se redujo a
los 30 y 60 d, mientras que con 2%CLA la presencia del &cido estearico se redujo a los 60
d de conservaciéon (P<0.05) (Cuadro 23).

160
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20 En cada variable, literales distintas indican diferencia estadistica (P < 0.05)
T1- dieta base (DB), T2- DB+AS, T6- DBAS+1%CLA, T7-DB+AS+2%CLA

Figura 17. Aceptacion por el color de la yema y sabor del huevo cuando se incorpor6 CLA
a la dieta suplementada con aceite de sardina (total de puntos)

Asimismo, cuando la dieta se suplement6 con AS la concentracion total de AGM se
incrementd un 3%, sin embargo, cuando se adicion6 CLA a estas dietas, ocurrio lo
contrario que con los AGS, la concentracion de los acidos palmitoleico, cis-vaccénico y
oleico se redujo notablemente, habiendo en consecuencia un decremento significativo en el
total de AGM de 59% en el T6 y de 51% en T7, con respecto al T1 (P<0.05).

En cuanto a la concentracion total de los AGPI en el huevo, se observo que al
suplementar la dieta con AS, hubo una reduccion de 26% con respecto a la DT (P<0.05),
siendo esta reduccion principalmente en los &cidos linoleico, a-linolénico y araquidonico.
Pero por otra parte, hubo un incremento signficativo en la concentracion de los AGn3,
eicosapentaenoico, docosapentaenoico y docosahexaenoico (P<0.05), de hecho en el caso

de este ultimo, el incremento fue de 370%. La relacion n6:n3 pasé de 11:1 a 2:1 (P<0.05).
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Al adicionar CLA a dietas suplementadas con AS, la concentracion del &cido
linoleico se redujo aun mas que en T2 (DT+AS), donde la reduccion fue de 41%. En el
caso del T6 este acido graso se redujo 46% y en el T7 la reduccion fue de 50%. Por otra
parte, la presencia del &cido linoleico conjugado (CLA) y la de los AGn3, EPA (C20:5),
DPA (C22:5) y DHA (C22:6) se incrementd significativamente en el huevo (P<0.05). El
incremento en el total de AGn3, con respecto a T1 fue de 266% en T2, 414% en T6 y de
401% en T7 (P<0.05). La relacion n6:n3 en el huevo se redujo aun mas con respecto al
T1(11:1) y T2 (2:1), pasando a ser de 1:1 en los tratamientos con CLA (Cuadro 23).

La concentracion total de CLA en el huevo fue proporcional a la cantidad de CLA
adicionada en las dietas. Y aun cuando en las dietas de ambos tratamientos la proporcion de
los isdbmeros de CLA, c9t11 y t10c12, era igual, en la yema predomind el cis 9 trans 11
(Cuadro 23).
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Cuadro 23. Contenido de lipidos totales (g/100g) ' y acidos grasos (%TAG) *en el huevo conservado durante varios dias a temperatura

ambiente al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de sardina y CLA en forma combinada

1 T2 T3 T4
0 30 60 0 30 60 0 30 60 0 30 60
Lipidos totales 11.74ba 11.49bac 11.34 bc 11.41bc 11.58ba 11.60ba 941e 11.54bac 10.69dc 1196ba 1227a 10.43d
Miristico (C14:0) 0.34f 0.38f 0.35f 0.48e 054d 0.52ed 0.68 b 0.63 ¢ 0.72a 060c 06lc 0.67b
Palmitico (C16:0) 2462f 2488f 2489f 26.90d 26.40e 26.06e 3245a 3169b 31.65ch  3159ch 31.58ch 31.31c
Esterico (C18:0) 8.57 fe 8.88e  8.45fe 7959 831fg 8.22fg 19.23d 2056c 20.25c 2220b 22.84a 2044c
Total AGS 3353d 34.14d 3369d 3534c 3525c 34.80c 5236b 5288b 52.62b 5439a 55.03a 5241b
Palmitoleico (C16:1) 2.33e 234e 2.55d 36la 33lc 340b 1.35f 1.22¢g 1.31f 0.95i 0.95i 1.05h
Cis-vaccénico (C18:1) 157bc 150c 147¢ 187a 171ba 180a 042ed 0.30e 0.55d 0.28¢ 0.3le 0.53d
Oleico (C18:1) 409b  4093b 4215a 4266a 42.63a 4264a 2456¢c 2425c¢ 22.64d 2150e 21.23e 2186e
Total AGM 448c 4477c 46.17b 48.14a 47.65a 47.83a 26.33d 25.77d 2450d 22.74 gf 22509 23.43f
Linoleico (C18:2 LA) 15.95a 16.03a 13.90b 946c 9.85c 9.52c 852d 830ed 8.23ed 792¢ 721f 833ed
CLA 9, t11 0.05hg 0.00h  0.06 hg 0.07hg 0.08g 0.08g 2.26e 215f 2.43d 3.74b  360c 4.02a
CLAt10, c12 0.02 f 0.00 f 0.00 f 0.12e 0.12e 0.13e 1.01d 0.99d 117c¢ 1.74b 171b 186a
y-linolénico (C18:3 GLA) 0.13b 0.15a 0.04f 0.06c 0.05dce 0.05fe 0.05dce 0.06dc 0.05 dfe 0.05dfe 0.05dfe 0.05fe
a-linolénico (C18:3 ALA) 0.65a 0.67a 0.52b 0.37dc 0.38c 0.37dc 0.35dce 0.31fe 0.34dce 0.32dce 0.27f 0.32dce
Araquidonico (C20:4 AA) 1.82b 1.80 b 1.90a 0.65dc 063d 0.71c 0.53fe 053fe 0.58de 0.47f 0.53f 049f
Eicosapentaenoico (C20:5 EPA) 0.00g 0.04f  0.02 gf 04le 0.39e 0.53d 0.59¢ 0.67b 0.73 a 0.59¢ 062c 059c
Docosapentaenoico (C22:5 DPA n6) 0.33a 0.31b 0.35a 0.03e 0.00f 0.03de 0.06 ¢ 0.05dc 0.06¢ 0.05dce 0.06c 0.05dce
Docosapentaenoico (C22:5 DPA) 0.11h 0.11h 0.12h 0.35g 0.38gf 0.39f 1.20d 1.23d 144 a 1.36b 1.29¢ 1.15e
Docosahexaenoico (C22:6 DHA) 0.84e 0.85e 0.92e 3.12d 3.08d 326d 448bha 453a 4.58 a 415c¢ 4.21bc 4.08c
Total AGPI 1991cb 1995cb 17.82f 14659 14969 15.06¢g 19.05ed 18.82e 19.60c 20.38b 1953cd 2093a
Total CLA 0.07h 0.00 h 0.06 h 019g 0.20g 0.21g 3.28¢ 3.14f 3.60d 547b 531c 5.88a
Total n6 1824a 18.29a 16.18b 10.20c 10.53c 10.30c 9.16 d 8.94d 8.92d 8.49¢e 785f 8.92d
Total n3 1.60 g 1.66 g 1.59 g 426fe 423f 455e 6.62cb  6.74b 7.09 a 6.42cbd 6.39cd 6.14cd
né:n3 1141a 11.03a 10.20b 242c¢ 250c 2.27c 1.39d 1.33d 1.26 d 1.32d 123d 146d

Ten 100 g de huevo completo (yema+clara), >TAG=total de acidos grasos

a, b, ¢, d,e,f,g En cada renglén, literales distintas indican diferencia estadistica (P< 0.05).
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En general, se observd que suplementar las dietas con AS+CLA incremento
significativamente la cantidad de AGS en el huevo y la de los AGn3, EPA, DPA y DHA,
mientras que la concentracion de los AGM se redujo notablemente (P < 0.05). El tiempo de
conservacion, en general no tuvo un efecto signficativo sobre la concentracion de AG,
salvo algunas excepciones, como en el caso del T4 (DT+AS+2%CLA) donde la
concentracion de acido esteérico en el huevo se redujo significativamente a los 60 dias de

conservacion, lo mismo ocurrié en el T1 con el &cido linoleico (P < 0.05).

Malondialdehido (MDA) en yema

Los resultados obtenidos mostraron que desde el primer dia de conservacion se
empez6 a formar MDA en todos los tratamientos, aunque la mayor concentracion se
observo en los tratamientos con CLA (P<0.05). A los 30 dias de conservacion aumento la
concentracion de este compuesto en la yema de todos los tratamientos, principalmente en
los que tenian CLA, aunque las diferencias, con respecto al dia 0, no fueron significativas
(P>0.05), excepto en el caso del T4 (DB+AS+2%CLA) donde la generacién de este
compuesto fue significativamente superior a todos los otros tratamientos y al dia 0
(P<0.05) (Figura 18).

A los 60 dias de conservacion, se observd, contrario a lo esperado, una reduccion de
MDA en todos los tratamientos (P<0.05), con respecto al dia 30. Resultando significativa
en todos excepto en T3, donde los niveles de MDA se mantuvieron constantes a los 0, 30 y
60 d de conservacion.

Es importante sefialar que en los tratamientos que incluian CLA, la apariencia de los
huevos no era muy agradable, parecian huevos viejos, las yemas se rompian facilmente y la

clara se veia muy rosada. Presentaban ademas un fuerte olor a pescado.
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T1- dieta base (DB), T2- DB+AS, T3- DB+AS+1%CLA, T4-DB+AS+2%CLA
Figura 18. Concentracion de MDA (nmol/mL) en la yema de huevos conservados durante varios dias
a temperatura ambiente al suplementar la dieta de las gallinas con aceite de sardina junto con &cido linoleico

conjugado

Discusion
Variables productivas

Los resultados obtenidos concuerdan con lo informado por Cachaldora et al.
(2006,2007), en el sentido de que ellos tampoco encontraron efecto alguno sobre el
consumo de alimento y peso del huevo al suplementar la dieta de las aves con diferentes
tipos de aceites de pescado y diferentes niveles de inclusion del mismo (1.5%, 3%, 4.5% y
6.0%). Sin embargo, al igual que en el presente trabajo, observaron un decremento lineal y
cuadratico en la produccion de huevo. En el color de la yema observaron una interaccion
entre el tipo y concentracion del aceite de menhaden, incrementandose ésta cuando las
gallinas recibieron aceite de menhaden MFOL1 (que tenia 8.3% de EPA y 8.2% de DHA), en
comparacion con MFO2 y MFO3 cuyas proporciones de estos dos AG eran diferentes
(EPA 21% y DHA 7% en MFO2; EPA 8% y DHA 21% en MFO3).

Pappas et al. (2006) observaron una significativa reduccién en el peso del huevo al

suministrar a las aves, dietas suplementadas con 5.5% de aceite de pescado. Cherian (2008)
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informa un decremento en el peso del huevo y en el color de la yema al adicionar 3.5% de
aceite de pescado a la dieta.

Otros autores observaron una reduccién tanto en la produccion como en el peso del
huevo, al suplementar la dieta para gallinas ponedoras con aceite de pescado (Hargis and
Van Elswyk, 1993; Cloughley et al.1997; Maurice, 1994; Gonzalez-Esquerra and Leeson,
2001; Surai and Spark, 2001), con 4.8% de una microalga marina con alto contenido de
DHA (Herber—McNeill and Van Elswyk, 1996), y cuando han utilizado al cebo (5 a 7%)
como unica fuente de grasa en dietas para gallinas ponedoras (Watkins y Elkin 1992,
Grobas et al. 2001, Gonzalez-Mufioz et al. 2009).

Cornejo et al.. (2008) y Cherian et al. (2007) no encontraron cambios en las
variables productivas al incorporar 6% de AP en el primer caso; asi como 0.25% y 0.5% de
AP en el segundo caso.

Algunos autores (Van Elswyk 1997a; Gonzélez-Esquerra y Lesson, 2001;
Cachaldora et al. 2006) sefialan que la disminucién observada en la produccién y/o peso
del huevo pudiera deberse al efecto reductor de los AGn3 sobre la cantidad de lipidos y
estradiol en suero (lo que limitaria la disponibilidad de lipidos para la formacion de yema).
Sin embargo, otro factor pudiera ser el hecho de que al suministrar en la dieta ingredientes
con alto contenido de AGn3, se reduce la concentracion del &cido linoleico (C18:2 n6 LA)
y por ende la produccién de la PGE; (Simopoulos, 2006, 2008). Algunos estudios
(Hertelendy and Biellier, 1978; Hudelson and Hudelson, 1996), han demostrado que la
PGE; y la PGE; son de gran importancia en el proceso reproductivo, estimulan las
contracciones, relajan el esfinter uterovaginal y la vagina facilitando la ovoposicién en la
gallina. Por lo tanto, al existir en el ave un decremento en la produccion de estas hormonas
como consecuencia de la reduccion sérica del LA, precursor del AA y este de eicosanoides
como la PGE; y PGE;, la produccion y peso del huevo se ven afectadas (Lee and Hwang,
2008; Simopolous, 2008).

Los eicosanoides provenientes del AA son bioldgicamente activos aun en pequefias
cantidades, mientras que los eicosanoides provenientes del EPA poseen una baja actividad

bioldgica (Simopolous, 2006).
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Por otra parte, los resultados obtenidos en este estudio al suplementar la dieta con
AS+CLA difieren de lo observado por Alvarez et al. (2004), quienes en su estudio no
encontraron efecto alguno sobre las variables productivas de las aves y color de la yema al
suplementar la dieta con aceite de pescado (1.4% y 2%) y CLA (1%, 3% y 5%). Cherian et
al. (2007a) tampoco observaron cambios en las variables productivas cuando
proporcionaron a las gallinas, dietas suplementadas con grasa amarilla (2.5%), aceite de
pescado (0.25%) y CLA (0.25%) por un periodo de 12 meses. Szymczyk y Pisulewski
(2003) no vieron afectadas las variables productivas cuando suplementaron las dietas con 0,
5,10,15 6 20 g de CLA/kg.

Sin embargo, en otros aspectos concuerdan con informado por otros autores. Por
ejemplo, la reduccion en el color de la yema observada en los tratamientos T3 y T4 donde
las dietas se suplementaron con CLA, fue observada también por Chamruspollert y Sell
(1999), quienes encontraron que caracteristicas fisicas como el el color de la yema y el
sabor del huevo fueron afectados negativamente, cuando las dietas contenian 5% de CLA.
Aydin et al. (2001) también informan un aumento en la mortalidad del embrién asi como
una reduccion en el color de la yema. Suksombat et al. (2006) realizaron un estudio en el
que suplementaron la dieta de las gallinas con 1%, 2%, 3% y 4% de CLA; y encontraron
que con 4% el peso del huevo, de la yema y del albumen se reducia significativamente. El

color de la yema disminuy6 conforme aumentd el nivel de inclusion del CLA.

Coloracion de la yema

El aumento en la coloracién de la yema cuando la dieta fue suplementada con AS
seguramente se debid a la presencia de pigmentos en el mismo, los cuales varian de acuerdo
a la alimentacion de los peces (Bailey, 1978; Roldan-Libenson et al. 1999). En el caso de la
sardina, su principal alimento es el fitoplacton (Cellamare et al. 1999), el caul posee
pigmentos tales como clorofila, antocianinas, luteina, diatoxantina, fucoxantina, zeaxantina
y violaxantina (Millan et al. 2004). Por lo tanto, en el aceite de sardina seguramente estos
pigmentos estaban presentes y las xantofilas fueron depositadas en la yema. Por otra parte,
el hecho de que las yemas estaban mas pigmentadas en el T2 puede ser una indicacion de

que el aceite de sardina utilizado estaba en buenas condiciones, ya que cuando existe un
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proceso de oxidacion, las propiedades cromdgenas pueden reducirse, ya que los
carotenoides estan formados por cadenas hidrocarbonadas altamente insaturadas (Bailey,
1984; Clydesdale, 1998).

Sin embargo, la disminucion en el color de la yema cuando las dietas fueron
suplementadas con AS+CLA, la coloracion rosa que adquirié el albumen, asi como la
consistencia viscosa observada en la misma, pudieran ser resultado del aumento en la
permeabilidad de la membrana vitelina del huevo debido a los cambios en la composicion
de &cidos grasos inducidos por el CLA, tal como lo sefiala Aydin et al. (2001). Abou-
ashour y Edwards (1970) sugieren que un mayor contenido de C18:0 en la yema,
probablemente aumenta la permeabilidad de la membrana vitelina. Por otra parte, la
coloracion rosa en el albumen puede ser atribuida a una combinacion de la ovotransferrina
con el hierro presente en la yema que difunde hacia el aloumen. Aydin et al. (2001)
observaron que al aumentar el CLA la permeabilidad de la membrana, minerales como y el
hierro, calcio y magnesio se mueven de la yema al albumen, mientras que el magnesio y el
sodio hacen lo contrario, se mueven del albumen a la yema. Y esto lo confirmaron todavia
mas cuando separaron la yema del albumen, manteniéndolos en refrigeracion (4 C) por un

mes Yy no observaron cambios en el color de la yema y en el albumen.

Acidos grasos en el huevo

Adicionar 2% de CLA a dietas suplementadas con 2.5% de AS resulté en una
reduccion de aproximadamente 50% del total de los AGM en el huevo, los cuales fueron
remplazados por AGS. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Cherian et al.
(2002) cuando suministraron 2% de CLA+3% de aceite de menhaden en la dieta de las
aves. Alvarez y col (2004), también hallaron un efecto notable en el perfil de acidos grasos
en el huevo cuando suministraron en forma combinada aceite de pescado (0%, 1.4%, 2%) y
CLA (1%, 3%, 5%) en la dieta de las aves. Ellos observaron un incremento lineal de los
AGS: C14:0, C16:0 y C18:0 y un decremento lineal de C16:1, C18:1y C18:2.

La explicacion a esto radica en el hecho de que la enzima delta9-desaturasa es la
responsable de convertir los acidos palmitico (C16:0) a palmitoleico (C16:1 n9) vy el

estedrico (C18:0) a é&cido oleico (C18:1n9); sin embargo, el CLA ejerce un efecto
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inhibitorio sobre las desaturasas, lo cual ocasiond una reduccion en la concentracion de los
AGM vy una acumulacion de AGS en el huevo (Cherian et al. 2002, Alvarez et al. 2004,
Huang et al. 2008).

Lee et al. (1998) propone también que el isomero t10,c12 del CLA inhibe la accién
de la enzima hepatica estearoyl-coenzyme A desaturasa, la cual cataliza la insercion de un
doble enlace entre los atomos C9 y C10 del &cido palmitico (C16:0) o del estearico (C18:0)
para la formacion del é&cido palmitoleico (C16:1 n7) y del oleico (C18:1 n9),
respectivamente.

El &cido oleico es uno de los principales acidos grasos en la yema del huevo,
constituye aproximadamente el 40% del total de los AG (TAG) y es de vital importancia en
los procesos reproductivos del ave, como la supervivencia del embrién. Se sabe que cuando
el &cido estearico (C18:0) representa mas del 12% del TAG vy el oleico (C18:1 n9) menos
del 40% del TAG la incubabilidad se ve seriamente afectada y puede haber una alta
mortalidad de embriones (Aydin et al. 2001).

Algunos autores han observado que el CLA incrementa la concentracion de los
acidos estearico, docosatetraenoico y docosapentaenoico (C22:5 n3) en los lipidos del
suero; mientras que la concentracién del palmitoleico, oleico y di-homo-gamma-linolénico
decrece. Como el CLA es facilmente incorporado en los fosfolipidos de la membrana, esto
puede ocasionar que: 1) el &cido araquiddnico sea remplazado por el CLA en la membrana
celular, 2) la disponibilidad del AA para la sintesis de eicosanoides se reduzca, 3) al
competir el CLA por las enzimas que participan en las rutas metabdlicas de los acidos
grasos, se afecte la sintesis del AA, y 4) que haya un decremento en la actividad de la
enzimas delta-6, delta-9 y un incremento en la actividad de la delta-5 desaturasa (Huang et
al. 2008).

Se cree que suplementar la dieta de las aves con CLA junto con otra fuente de
acidos grasos como el oleico, linoleico o linolénico revierte estos efectos negativos (Kim et
al. 2007). Cuando (Alvarez et al. 2004) cosuplementaron 2%CLA con 3% de aceite de
girasol, la concentracion de AGM logré incrementarse pero la de CLA decrecio. Aydin et
al. (2001) encontraron que suplementar la dieta con aceite de oliva evita los efectos

adversos del CLA en el huevo.

171



Asimismo, observar que la concentracion de los AGn3: EPA, DPA y DHA en el
huevo fue superior cuando las dietas fueron suplementadas con AS+CLA concuerda con
observaciones realizadas por otros autores en el sentido de que el CLA mejora la sintesis y
deposicion de los AGn3 (Du et al. 2000, Cherian et al. 2002, Raes et al. 2002). Emken
(1984) menciona que acidos grasos 18:1 cis y trans reducen la sintesis de 20:4 (AA) y
aceleran la sintesis de 20:5 n3 y 20:3 n9.

Por otra parte, fue interesante observar que la concentracion de los isébmeros de
CLA encontrados en el huevo no fue un reflejo de las proporciones de estos en la dieta. En
el cuadro 2 se observa que la proporcion de los isdmeros c9, t11y t10, c12 en las dietas fue
casi igual (8% y 7% del total de AG en la dieta T3; 10.1% y 9.7% en T4). Sin embargo, en
la yema de huevo estas proporciones difirieron notablemente (2% y 1% en T3; 3.7% y
1.7% en T4). Esto concuerda con lo sefialado por otros autores (Chamruspollert y Sell,
1999, Shang et al. 2004) quienes encontraron que c9, t11y t10, c12 es el principal isbmero
que se deposita en yema, constituyendo aproximadamente 50 a 65% del total de CLA en el
huevo.

La razén por la cual este isbmero se deposita en mayores concentraciones en el
huevo, que el t10, c12, no es muy clara aun, sin embargo se cree que esto pudiera estar
relacionado con el hecho de que algunos isémeros son mas efectivamente metabolizados
que otros (Shang et al. 2004). También pudiera deberse al hecho de que la forma trans de
los AG es mas termodinamicamente estable que los enlaces o configuracion cis, y por tanto

son menos reactivos quimicamente (Sadler y Watford, 1999).

Efecto del tiempo sobre la composicion en AG del huevo almacenado a temperatura
ambiente

En general, en cada uno de los tratamientos la concentracion de AG asi como la
relacién n6:n3 se mantuvieron sin cambio, a lo largo de los 60 dias en que se conservaron a
temperatura ambiente. Esto concuerda con lo sefialado por otros autores quienes sefialan
que el perfil de AG de huevos enriquecidos con AGn3 no se altera durante el cocimiento
(Van Elswyk et al.1992) o durante siete semanas de almacenamiento a 25 C (Oku et al.

1996). Algunos autores lo atribuyen al hecho de que los huevos son altamente resistentes a
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la oxidacion lipidica porque estan dentro de un sistema cerrado el cual contiene en forma
natural antioxidantes tales como la vitamina E, la ovotransferrina, la fosvitina,
carotenoides, etc (Ping and Peng, 1985; Guerin-Dubiard et al. 2007).

La formacion de MDA, tanto en el tratamiento T1 como en los que se suplemento
con AS, indica que desde el momento en que el huevo se expone a factores externos como
la luz y la temperatura, se inicia el proceso oxidativo. Pero el hecho de haya una mayor
cantidad de MDA en el T2, también demuestrd que suplementar la dieta con AS favorece
aun mas la formacion de radicales libres (RL), y que adicionar CLA no contribuyo a evitar
la formacion de MDA, por lo contrario aumentd y esto se hizo mas evidente a los 30 dias.

El hecho de que haya habido una mayor formacion de MDA cuando las dietas
tenian CLA concuerda con lo observado por Cherian et al. (2007b) y pudo deberse a lo
siguiente, tal como lo explican estos mismos autores. EI CLA se incopora preferentemente
en los triglicéridos de la yema, mientras que el EPA y DHA en los fosfolipidos. En la yema
del huevo, los fosoflipidos y las proteinas estan intercruzados en la superficie exterior de
las lipoproteinas de baja densidad. Esta capa tan compacta puede evitar la entrada de
oxigeno impidiendo la oxidacion. Por lo tanto, es posible que la configuracion estructural
de los fosfolipidos haya ayudado a prevenir la oxidacion de los AGn3.

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que el CLA tiene un potente efecto
antioxidante, tan efectivo como el butilhidroxitolueno (BHT), mas potente que el alfa-
tocoferol y el beta-caroteno (Huang, 2008). Atribuyéndose al isémero trans 10, cis 12 la
propiedad antioxidante (Leung y Liu, 2000). Sin embargo, en este estudio no ocurrid asi.

Marshall et al. (1994) notaron que en el huevo fresco de gallinas cuya dieta habia
sido suplementada con 1.5% de aceite de menhaden, presentaba mayor concentracion de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) que en el huevo de gallinas sin
suplementar. Aun cuando a la dieta con aceite de menhaden se le habian adicionado 12.5
mg de alfa-tocoferol/ave/d (la recomendacion del NRC para una dieta convencional es de
0.5 mg/ave/d).

Al parecer y tal como sucede con concentraciones altas de vitamina E, el CLA actuo
en este caso como prooxidante mas que como antioxidante (Banni et al. 1998; Chen et al.
1998; Gebert et al. 1998; Leeson et al. 1998; Franchini et al. 2002; Carrillo et al.2012). Van
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den Berg et al. (1995) sefiala que el CLA no es un efectivo atrapador de radicales libres en
comparacion con la vitamina E y el BHT que sus papel como antioxidante no es factible.
Cantwell et al. (1999) mencionan que el CLA reduce la actividad de las enzimas catalasa,
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa e induce a una lipoperoxidacion.

Por otra parte, es posible que los compuestos oxidados detectados desde el primer
dia de almacenamiento en todos los tratamientos, mediante la prueba de TBARS, hayan
sido otros diferentes a los AG. y que tal como se menciono antes, los antioxidantes propios
en el ave (carotenoides, vitamina E, fosvitina, selenio, etc), presentes en el huevo (Guérin-
Dubiard et al. 2007), hayan contribuido a proteger a estos AG por la importancia fisioldgica
que estos tienen para el ave (Romanoff, 1960; Freeman y Vince, 1974; Noble y Cocchi,
1990). Marshall et al. (1994) sugieren que los TBARS en yema pudieran ser el resultado de
la transferencia directa de lipidos oxidados presentes en la dieta o producidos en el higado y
posteriormente transferidos a la yema junto con otros materiales lipofilicos.

La sintesis de sutancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en el higado de
gallinas ponedoras ha sido confirmado por Caston et al. (1994) cuando compar6 una dieta
convencional como testigo contra otras que tenian 10 6 20% de linaza molida. Encontraron
un incremento de TBARS en el higado, proporcional al nivel de inclusion de linaza en la
dieta.

Aymond and Van Elswyk (1995) sugieren que las condiciones en las que se
almacenan las dietas, tal como el uso de contenedores hermeticos mantenidos en
refrigeracion, pueden reducir una potencial deposicion de TBARS en la yema.

De igual manera, el hecho de que a los 60 dias la concentracion de MDA haya sido
menor que al inicio y que a los 30 de almacenamiento no precisamente indica que haya
habido menor oxidacion, lo mas probable es que se hayan formado otros compuestos
productos de la oxidacion, diferentes al MDA y no pudieron ser medidos a través de la
prueba de TBARS. Se sabe que durante la oxidacion lipidica se generan los precursores del
MDA (hidroxiperoxi epidioxidos, 1,3 dihidroxiperoxidos, 1,4 dihidroperoxido y los
monohidroxiperoxidos) asi como diversos compuestos que pueden reaccionar con el TBA
por lo que los datos obtenidos con este método no son un reflejo exacto del grado de

oxidacionel sistema. Por lo tanto seria recomendable utilizar otras pruebas, ademas de la de
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TBARS, para conocer con mayor precision el grado de oxidacion en el huevo y poder
identificar los compuestos que se oxidaron (Frankel y Neff, 1983; Guillen-Sanz y Guzman-
Chozas, 1998).

Conclusion

Es cierto que agregar CLA a dietas suplementadas con aceite de sardina, aumenta
aun mas la concentracion de acidos grasos omega tres en el huevo; pero también la de los
AGS. Lo cual no es deseable, pues esto esta asociado a un incremento en el riesgo de
padecer enefermedades cardiovasculares. Ademas, la reduccion en la concentraciéon del
acido oleico y de otros acidos grasos en el huevo causada por el CLA aumenta la
permeabilidad de la membrana vitelina de la yema originado cambios fisicos en el huevo,
desagradables para el consumidor.

El efecto antioxidante del CLA en el huevo aun es controvertido. Es necesario
continuar realizando estudios que ayuden a conocer mejor la accion del CLA como
antioxidante, sus mecanismos y cual es la concentracion mas adecuada, para evitar se
formen productos de oxidacion. Asi como aclarar si son los &cidos grasos presentes en el
aceite de pescado los compuestos que se estan oxidando, o son otros compuestos presentes
en el huevo, los aceites o en las dietas.
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The aim of this study was to know the effect of adding vitamin E (VE) (100 and 200 mg/kg) to diets
supplemented with sardine oil (SO) on egg fatty-acids (FA) composition. 240 Bovans hens were
grouped into four treatments: T1- basal diet (BD), T2-BD+2.5% SO, T3-BD+2.5% SO+100 mg/kg VE, and
T4-BD+2.5% SO+200 mg/kg VE. After four weeks, eggs were collected from each treatment, and
analyzed FA content using gas chromatography. Results: a) 14:0, 16:0, 16:1, 20:5n3, 22:6n3 and 22:6n3
content were higher in eggs from treatments with SO (T2) and n6:n3 ratio was better (11:1 vs 2:1) than
the control group (T1) (P<0.05); b) T3 had a reduction of 16:0, 16:1, 18:2n6 and 18:3n3 in eggs (P>0.05);
¢) T4 had a reduction on the concentration of saturated and polyunsaturated FA in eggs (P<0.05). The
productive parameters were no affected, only egg yolk color increased when SO was added to the diets
(P<0.05). It is concluded that adding SO to laying hens diet increases n3 FA in eggs, and that adding
large quantities (100 or 200 mg/kg) of VE to diets supplemented with SO reduce the concentration of the

polyunsaturated FA.

Key words: Vitamin E, sardine oil, egg fatty acid, laying hen, egg composition, egg lipids.

INTRODUCTION

Omega-3 fatty acids (n3FA), mainly eicosapentaenoic
acid (C20:5 n3 EPA) and docosahexaenoic acid (C22:6
n3 DHA), are essential for normal growth and
development. Also, they have an important role in the
prevention and treatment of coronary heart disease,
hypertension, diabetes, arthritis, other inflammatory and
autoimmune disorders and some types of cancer, and in
neuronal development (Simopoulos, 2000; Kris-Etherton
et al., 2002). Recent dietary fat studies have centered on
the manipulation of specific fatty acids. In an attempt to
increase n3 FA content in eggs, the utilization of fish and
flaxseed as feed ingredients has been acommon

*Corresponding author. E-mail: silvicarrillo3@hotmail.com,
rexprimero@ hotmail.com. Tel: (55) 54 87 09 00, Ext. 2820. Fax:
(55) 56 55 10 76.

practice (Baucells et al., 2000; Gonzélez-Esquerra and
Leeson, 2001; Castillo-Badillo et al., 2005).

In Mexico, as in other western countries, there is a low
consumption rate of fish due to common eating habits
and cost, among other factors (CONAPESCA, 2010; Kris-
Etherton et al, 2002). For this reason, one alternative has
been the incorporation of fishing industry byproducts with
high n3 PUFAs content, such as fish oil, into the diet of
hens, with the goal of concentrating n3 PUFAs in the egg
yolk.

Some researchers (Gonzélez-Esquerra and Leeson
2001; Simopoulos 2000; Leskanich and Noble, 1997)
believe that eggs are excellent vehicles to achieve this
objective for multiple reasons, including their low calorie
content (75 kcal/egg), protein quality, culinary versatility
and low cost. In Mexico, the consumption rate of fresh
eggs is the highest in the world (21.6 kg/per capita
annually) (UNA, 2010). A fresh egg is understood as an



egg that has not been submitted to any preservation
processes, whose physical characteristics and chemical
and microbiological properties are maintained at an
optimal level of edible quality, and whose age since
laying is no greater than 15 days; included in this
classification are products stored in refrigerators for
periods no longer than 10 days (NOM-159-SSA1-1996;
NOM-FF-079-SCFI-2004).

Many studies have been conducted (Marshall and Van
Elswyk 1994; Van Elswyk et al., 1995, 1997; Castillo-
Badillo et al., 2005) in which laying hen diet were
supplemented with fish oil in order to increase the n3
PUFAs content of their eggs (1.02% ALA, 15.54% EPA
and 10.70% DHA / percent of total fatty acids). Although
the results have been satisfactory, one drawback has
been that n3 PUFAs fast oxidize due to the long-chain
hydrocarbons they contain, causing rancidity in the
product and, as a result, reducing their shelf life.

Consequently, it has been considered appropriate to
add antioxidants to fish oil-supplemented diet hens, with
the goal of reducing the risk of lipid peroxidation. The
most commonly used antioxidant is vitamin E (VE) (Chen
et al., 1998; Cherian et al., 1996).

Due to the fact that these FAs are highly prone to
oxidation, VE reserves are rapidly exhausted when
dietary EPA and DHA quantities are increased (Surai and
Spark, 2000; Surai, 2003). It has been suggested that
increasing the quantity of vitamin E in rations
supplemented with fish oil (FO) might help to prevent or
reduce undesirable effects in the hens and to avoid the
loss of long-chain fatty acids by reducing the risk of lipid
peroxidation (Meluzzi et al., 2000; Surai, 2003).

However, an association among dietary FO and
reduced sensory quality of eggs has been reported (Van
Elswyk et al., 1995; Marshall and Van Elswyk, 1994; Van
Elswyk, 1997; Gonzalez-Esquerra and Leeson, 2000
Castillo-Badillo et al., 2005). These maodifications, off-
flavors and, their lipid inestability, have been associated
to the inclusion of FO in the formulation of the diet hens.
Lipids are not the only substances responsible for fishy
flavors; it might also be a non-lipid fraction that,
interacting with some lipid compounds, produces those
fishy flavors. For example, amines can impart a fishy taint
(Gonzalez-Esquerra and Leeson, 2001; Honkatukia et al.,
2005). Also, oxidation products could be responsible in
part for fishy odors found in eggs, but the use of
stabilized n3 FA sources in poultry diets could in theory
diminish this problem (Van Elswyk et al., 1995; Cherian
et al., 1996; Leskanich and Noble, 1997).

The aim of this study was to know the effect of adding
high levels of VE (100 and 200 mg/kg) to diets
supplemented with sardine oil (SO) on the egg FA profile.

MATERIALS AND METHODS
Sources of sardine oil and vitamin E

Sardine oil (SO) used was obtained from Guaymas, Sonora,
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Mexico. The SO was not refined, bleached, and deodorized, with a
Butylated Hydroxytoluene (BHT) as an antioxidant. The VE was
feed-grade and supplied by BASF Mexicana (Lutavit E 50%).

Diet formulation and preparation

Four diets were prepared: T1- basal diet (BD), T2-BD+2.5% SO,
T3-BD+2.5% SO+100 mg/kg VE, and T4-BD+2.5% SO+200 mg/kg
VE. Diets were formulated using Nutrition Windows™ (version 5.0
pro) software to contain 15% crude protein and 2800 kcal of
metabolizable energy and other nutrients to meet the nutrient
requirements established by the National Research Council (1994)
for laying hens (Table 1). Diets were prepared weekly. The fatty
acid compositions of the soy and sardine oils and the diets used in
this study were measured using gas chromatography following
AOAC method 969.33 (AOAC, 2000).

Experimental design

240 Bovans White hens were randomly assigned to four treatments
with five replicates of 12 birds each. Each replicate represented one
experimental unit. The experimental diets were randomly assigned
to the groups of hens. After one week of adaptation, the trial was
carried out for four weeks. Throughout the period, the productive
parameters were measured: feed intake, egg production, egg
weight, egg mass, and feed conversion ratio. To measure the yolk
color, 50 eggs per treatment (10 per replicate) were randomly
collected at end of the four weeks. The color was measured by
Roche color fan. The study was conducted in accordance with the
policies established by the Ethics Committee for Animal Care of the
Faculty of Veterinary Medicine and Animal husbandry, National
Autonomous University of Mexico. After four weeks, 50 eggs per
treatment (10 per replicate) were randomly collected. The yolks
from each replicate were mixed to form a pooled sample. Each
pooled sample was analyzed by duplicate. The lipids were
extracted using chloroform: ethanol (1:1) (method 923.07). The lipid
extract was methylated with boron trifluoride in a methanolic
solution (method 969.33) (AOAC, 2000). The samples were
injected in a Varian gas chromatograph (model 3380 CX) equipped
with a CP8400 autosampler, flame ionization detector, and a 30 m
DB23 column with an internal diameter of 0.25 mm. The miristoleic
acid was used as internal standard. The nitrogen was used as the
carrier gas with a flow rate of 30 ml/min. The temperatures used
were: column, 230°C; injector, 150°C; and detector, 300°C. To
calculate FA concentration, a mix of FA standards with known
concentrations (Supelco™ 37 FAME Mix SIGMA) was used as
reference. The results were analyzed using Star Chromatography
Workstation v. 6.3 software from Varian Associates, Inc., and are
reported as percentages of total FA (%TFA).

Organoleptic test

At the end of the 4th week, 30 untrained panelists, who were usual
egg consumers participated in organoleptic test. This test was
performed in single booths and under white light, in the
Organoleptic Evaluation Laboratory. A hedonic acceptance test
was used (Watts et al., 1992). Four samples of fried eggs, one for
each treatment, labeled with random numbers, were provided to the
panelists. Salt was not added. They received a questionnaire to
indicate the degree of acceptance of each sample choosing from
the following options: “like very much”, “like moderately”, “neither
like nor dislike”, “dislike moderately” and “dislike very much”. They
also received bread and water to be consumed before testing each
sample in order to eliminate any residual flavor brown color, and
translucent. It was stabilized with 200 ppm of Butylated
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Table 1. Compositions of experimental diets (%).

Ingredient T1
Sorghum grain 62.67
Soybean meal 20.71
Calcium carbonate 9.85
Sardine oll 0.00
Soy oil 4.50
Orthophosphate * 1.39
Salt 0.40
Vitamin premix ' 0.10
Vitamin E * 0.00
Avelut ® 0.10
DL-Methionine 0.07
Choline chloride 60 0.05
Mineral premix " 0.05
Avired ** 0.05
Antioxidant 0.04
Antimicotic 0.02
L-Threonine 0.00
Total 100.00

*Monobasic phosphate. P 21% min, Ca 18% min, F 0.21% max, moisture 5% max.

t

Vitamins (per kg): A, 10 000 000 IU; D3z, 3 000 000 IU; E, 20 000 IU; K3, 2.500 g; Thiamin,
2.500 g; Riboflavin, 5 g; Niacin, 35 g; Pantotenic acid, 10 g; Pyridoxine, 4 g; Folic acid, 1
g; Cyanocobalamin, 10 mg; Biotin, 200 mg; excipient, g.s. 1 000. *Lutavit 50 (BASF

Mexicana SA de CV). $ Source of natural yellow xanthophylls (marygold flower), 15 g/kg.

1

Minerals (mg/kg in diet): Mn 120; Zn 100; Fe 120; Cu 12; | 0.7; Se 0.4; Co 0.2;
excipient, c.b.p. 1 000. **Red vegetal pigment. Lucantin Red as a source of

canthaxanthin, 5 g total carotenoids/kg.

Hydroxytoluene (BHT) as an antioxidant. The VE was feed-grade
and supplied by BASF Mexicana (Lutavit E 50%).

Statistical analysis

The productive parameters variables and FA concentrations were
subjected to an analysis of variance with a fully randomized design
using PROC ANOVA in the SAS software package. Tukey’s test
was used to compare means (P<0.05) (SAS v.6.12).

RESULTS
Eggs fatty-acid composition

The sardine oil used in this study had a greater content of
EPA (14%) than DHA (10%) (Table 2). As a
consequence, the FA compositions of diets that included
SO showed similar proportions: more EPA (8%) than
DHA (6%). Moreover, the addition of SO to laying hen
diets also resulted in higher saturated FA (SFA) content
than in control diet (Table 3). However, more DHA than
EPA was deposited in the eggs (Table 4). Productive
parameters were not affected by supplementation with
2.5% SO (P>0.05) (Table 5). No difference (P>0.05) were
found in the egg flavor, among the four treatments.

DISCUSSION
Fatty-acid composition of eggs

The results of fatty acid composition of oils used in diet
formulation, agrees with the data obtained by Cachaldora
et al. (2006), who indicated that the proportion of these
two fatty acids in fish oil varies by species; in anchovy oil,
the EPA concentration is greater than the DHA
concentration (approximately 185 vs. 85 g/kg), while the
opposite relationship exists in tuna oil (approximately 80
o/kg EPA vs. 220 g/kg DHA).

The behavior of the fatty acid composition of the diet
and content in eggs, may be related to the fact that in
hens, as in mammals, EPA is converted to DHA and vice-
versa through lipid metabolism as a result of elongation
and desaturation processes, with a preference for DHA
deposition (Gonzalez-Esquerra and Leeson, 2001;
Cachaldora et al., 2006). These results agree with the
observations of other authors using menhaden oil (Huang
et al., 1990; Van Elswyk et al., 1995; Gonzélez-Esquerra
and Leeson, 2000) and tuna oil (Castillo-Badillo et al.,
2005).

The fatty-acid composition of the eggs obtained from
each treatment is shown in Table 4. In all treatments,
saturated fatty acids with least of 13 carbons, and
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Table 2. Fatty-acid composition of oils used in diet formulation.

Fatty acid (Percentage FAME) Soy oil Sardine oil
Myristic (C14:0) 0.11 6.09
Palmitic (C16:0) 10.77 18.54
Palmitelaidic (C16:1) 0.00 0.13
Palmitoleic (C16:1) 0.18 7.47
Heptadecanoic (C17:0) 0.10 0.56
Cis-10-heptadecanoic (C17:1) 0.07 0.99
Stearic (C18:0) 4.22 3.82
Oleic (C18:1 n9) 2191 12.20
Cis-vaccenico 0.83 3.06
Linoleic (C18:2 n6 LA) 53.23 13.70
Gamma linolenic (C18:3 n6 GLA) 0.06 0.31
Alpha linolenic (C18:3 n3 ALA) 6.95 0.99
CLA c9,t11 y c11, t9 (C18:2) 0.00 2.55
CLA t10, c12 (C18:2) 0.00 0.29
Arachidic (C20:0) 0.31 0.29
Eicosenoic (C20:1) 0.22 2.17
Cis-11,14-eicosenoic (C20:2) 0.05 0.25
Cis-11,14,17-eicosenoic (C20:3) 0.10 0.18
Arachidonic (C20:4 n6 AA) 0.00 0.75
Eicosapentaenoic (C20:5 n3 EPA) 0.40 14.20
Docosapentaenoic (C22:5 n3 DPA) 0.00 1.57
Docosahexaenoic (C22:6 n3 DHA) 0.00 10.26
Total 99.51 100.37

FAME — Fatty acids methyl esters.

elaidic, behenic, erucic, lignoceric and nervonic acids
were no delected. Trace amounts ranging from 0.05 to 1
0/100 g FAME of 14:0, 14:1, 16:1, 17:0, 17:1, 18:2 (CLA
and linolelaidico), 18:3 (gama linolenico), 20:0, 20:2,
20:3,20:5, 22:0, 22:5 and 23:0, were present in
treatments containing SO.

Adding SO to the diet resulted in a significant increase
(P<0.05) in the myristic acid (C14:0), palmitic acid
(C16:0), palmitoleic (C16:1), eicosapentaenoic acid
(C20:5 n3EPA), docosapentaenoic acid (C22:5 n3 DPA),
and docosahexaenoic acid (C22:6 n3 DHA) content in
eggs (P<0.05); while that the concentration of oleic
(C18:1 n9), linoleic (C18:2 n6 LA), alpha-linolenic
(C18:3n3) and arachidonic (C20:4 n6 AA) acids were
reduced.

The total SFA content in the eggs increased when diets
were supplemented with SO, while that the
monounsaturated fatty acids (MUFA) content and
polyunsaturated acids (PUFA) did decrease significantly
(P<0.05). The total quantity of n3FA increased, whereas
the total quantity of n6FA significantly decreased
(P<0.05). The calculation of the ratio n6:n3 was
performed as follows:

>n6/Zn3:2n3/2n3

Eggs treated with SO maintained an n6:n3 ratio of 2:1 vs.
11:1 for the control group (P<0.05). These observations
agree with the findings of Hargis et al. (1991), who
supplemented hen diets with 3% menhaden oil. These
authors found a significant increase in n3 and a decrease
in n6, resulting in an n6:n3 ratio of 3:1. They also
observed that MUFA content did decline, mainly oleic
acid content, but in their study SFA content was not
influenced by the diet.

The increase of n3FA in eggs accompanied by a
noticeable decrease in n6 concentration when diets are
supplemented with 2.5% SO occurs because A°-
desaturase delta-6 is more active in the n3 pathway than
in the n-6 pathway (Meluzzi et al., 2000; Castillo-Badillo
et al., 2005). However, maintaining an appropriate n6:n3
ratio in the diet, and in the birds, is more important than
the total concentrations of these fatty-acid types because
the n6:n3 ratio determines membrane composition and,
consequently, the types and quantities of eicosanoids
that are produced. For example, high n6:n3 ratios are
pro-inflammatory, and low ratios are anti-inflammatory
(Klasing, 1998).

With regard to the benefits on n3FA when VE is add to
diets supplemented with SO, we observed only a higher
content of EPA and DPA in eggs when 100 mg/kg VE
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Table 3. Fatty-acid compositions of diets (Percentage fatty acids methyl esters).

Fatty acid Tl T2 T3 T4
Myristic (C14:0) 0.24 3.46 3.60 3.68
Palmitic (C16:0) 13.03 17.01 16.80 17.38
Palmitelaidic (C16:1) 0.08 0.10 0.09 0.08
Palmitoleic (C16:1) 0.44 4.11 4.12 4.13
Heptadecanoic (C17:0) 0.12 0.35 0.36 0.37
cis10-heptadecanoic (C17:1) 0.07 0.29 0.35 0.54
Stearic (C18:0) 3.86 3.27 3.09 3.09
Oleic (C18:1) 27.78 20.41 20.35 20.54
cis-vaccenic (C18:1) 0.72 2.23 2.22 2.21
Linoleic (LA) (C18.2) 43.71 20.36 21.89 21.92
Gama-linolenic (C18:3) 0.00 0.14 0.15 0.13
Alpha-linolenic (ALA) (C18:3 n3) 4.54 1.60 1.57 1.61
CLA c9, t11 and c11, t9 (C18:2) 0.00 1.33 1.36 1.35
CLA t10, c12 (C18:2) 0.00 0.09 0.12 0.10
Arachidic (C20:0) 0.26 0.22 0.22 0.23
Eicosenoic (C20:1) 0.28 1.32 1.15 1.44
cis-11,14-eicosadienoic (C20:2) 0.04 0.11 0.10 0.10
cis-11,14,17eicosatrienoic (C20:3) 0.04 0.06 0.04 0.00
Arachidonic (AA) (C20:4) 0.19 0.45 0.41 0.41
Eicosapentaenoic (EPA) (C20:5 n3) 0.15 8.05 8.07 7.93
Docosapentaenoic (C22:5 DPA n6) 0.00 0.16 0.16 0.15
Docosapentaenoic (C22:5 DPA n3) 0.00 1.08 1.07 1.07
Docosahexaenoic (DHA) (C22:6 n3) 0.07 6.11 6.05 5.91
Other fatty acids 4.46 7.69 6.66 5.71
Total 100.00 100.00 100.00 100.00

T1- basal diet (BD), T2- BD+2.5% SO, T3- BD+2.5% SO+100 mg/kg vitamin E, T4- BD+2.5% SO+200 mg/kg vitamin E.

was added to diets supplemented with SO (T3 vs. T2;
P>0.05), but DHA no change (Table 4). These results
agree with the findings of Meluzzi et al. (2000), who
found no effect on the FA composition of eggs when
adding 50 or 100 mg/kg VE to diets supplemented with
3% FO. Some authors attributed the lack of an effect to
the fact that eggs are highly resistant to lipid oxidation
because they are closed systems containing natural
antioxidants, such as VE, ovotransferrin, phosvitin, and
carotenoids (Pike and Peng, 1985; Guérin-Dubiard et al.,
2007).

The addition of 200 mg/kg VE to diets supplemented
with 2.5% SO cause to noticeably decrease of palmitic
acid (C16:0), palmitoleic (C16:1), n6FA (C18:2 and
C20:4) and n3FA (C18:3, C20:5, C22:5, C22:6) in eggs,
compared with the treatment containing 100 mg/kg VE
(P<0.05). These results agree with those of Meluzzi et al.
(2000), who found that the n3 content of eggs decreased
when 200 mg/kg VE was added to diets supplemented
with 3% FO.

However, Qi and Sim (1998), found no effect on the FA
content of eggs when high concentrations of VE (200,
400, and 800 mg/kg) were added to diets supplemented
with 15% linseed oil + 0.5% FO. Similarly, Cherian et al.

(1996) have reported that diets containing 3.5% FO and
367 to 423 ug/g VE do not affect FA composition.

Some studies have shown that under certain situations,
VE can act as a prooxidant rather than as an antioxidant.
Chen et al. (1998) have proposed that VE acts as a
prooxidant in yolks when its concentration reaches 120
ppm or more in the diet. Franchini et al. (2002) have
indicated that high VE concentrations (100 to 200 mg/kg)
in diets increase the content of malonaldehyde in eggs.
A possible mechanism for this process is described
subsequently.

The oxidative process consists of three stages:
initiation, propagation, and finalization. During initiation,
high concentrations of free radicals are generated, and
the generation of peroxides remains low. The free radical
is in the carbon atom close to the double bond, creating
an alkene radical. This reaction is generated in molecules
with numerous unsaturated carbons. Thus, susceptibility
to oxidation declines from high to low for DHA, DPA,
EPA, arachidonic (AA), ALA, LA, and oleic acids.
Antioxidants such as tocopherols act during the initiation
stage, slowing the generation of free radicals (Wong,
1989).

In the case of VE, its antioxidant effect begins when the



Table 4. Fatty-acid content in eggs from hens fed diets including fish oil and different levels of vitamin E.

Carrillo-Dominguez et al. 17

Fatty acids (Percentage TFA) T1 T2 T3 T4

Myristic (C14:0) 0.34+0.02° 0.48 + 0.02° 0.48 +0.01° 0.47 +0.02°
Palmitic (C16:0) 24.62 + 0.20° 26.90 + 0.24% 25.78 +0.14° 25.22 + 0.38°
Palmitoleic (C16:1) 2.33+0.05° 3.61+0.11° 3.24+0.03° 2.85 + 0.08°
Palmitelaidic (C16:1) 0.54 +0.01° 0.54 +0.01° 0.56 + 0.05% 0.56 + 0.03%
Stearic (C18:0) 8.57 £ 0.09% 8.45 + 0.40° 8.29 £ 0.04% 8.45+0.18%
Oleic (C18:1 n9) 40.90 + 0.41% 37.34+0.71° 37.44 +0.42° 37.84 +0.65"
Cis-vaccenic (C18:1) 0.75+0.12° 1.73+0.18% 1.69+0.17% 1.62 +0.18%
Linoleic (C18:2 n6) 15.95 + 0.13? 9.46 +0.11° 8.95 +0.13° 7.83+0.14°
Alpha-linolenic (C18:3 n3) 0.65 + 0.01° 0.37 +0.01° 0.33+0.01° 0.28 +0.02°
Arachidonic (C20:0 n6) 1.82+0.07° 0.65 +0.03" 0.69 + 0.05" 0.56 + 0.02°
Eicosapentaenoic (C20:5 n3) 0.02 + 0.00° 0.41 +0.02° 0.50 + 0.02° 0.23+0.02°
Docosapentaenoic (C22:5 n3) 0.11+0.01° 0.35+0.01° 0.43 £0.03% 0.22 £ 0.02°
Docosahexaenoic (C22:6 n3) 0.84 +0.09° 3.12+0.33% 3.17 £0.16% 2.47+0.13°
Saturated fatty acids 33.53 +0.31° 35.44 + 0.52% 34.56 +0.19" 34.11 + 0.60°
Monounsaturated fatty acids 44.52 + 0.60° 43.12 +1.01° 42.92 + 0.66" 42.67 +0.93"
Polyunsaturated fatty acids 19.40 £ 0.13% 14.37 £ 0.30° 14.06 + 0.22° 11.59 + 0.20°
Total né 17.77 + 0.10 10.11 +0.09" 9.63 +0.15° 8.39 +0.14°
Total n3 1.62 + 0.09° 4.26 +0.35° 4.43 +0.16° 3.20+0.15°
n6:n3 10.98 + 0.63? 2.40 + 0.24%° 2.18 +0.09° 2.63+0.13"

Different letters within rows indicated statistical differences (P<0.05). T1 = basal diet (BD), T2 = BD + 2.5% SO, T3=BD + 2.5% SO + 100

mg/kg vitamin E, T4=BD + 2.5% SO + 200 mg/kg vitamin E.

Table 5. Productive parameters for hens fed diets including sardine oil and different levels of vitamin E.

Parameter Feed intake g/hen/day Egg production (%) Egg weight (g) Egg mass (g) Feed conversionratio  Yolk color Roche fan color
BD 114.95 + 6.88 83.70+8.03 71.95+2.20 56.45 + 6.33 2.07+0.21 8.74+1.11°
BD + 2.5% SO 117.90+5.91 81.45+8.36 70.45+2.58 56.95 + 6.10 2.10+0.22 9.60 + 1.24%
BD + 2.5% SO + 100 mg/kg VE 118.50 + 4.26 80.95+7.74 70.75+2.38 57.65 +5.58 2.02+0.20 9.72 £1.29°
BD + 2.5% SO + 200 mg/kg VE 115.70 £5.35 80.45 + 6.64 71.80 + 2.48 57.20 + 4.97 2.01+0.14 9.62 +1.28%

a,b In each column, different letter indicate statistical difference (P<0.05).

hydrogen of the aromatic ring of VE s
released, generating two free radicals, hydrogen,

come from the fatty acid and can form radical
products derived from quinone,  a-

and a a-tocopherol radical. The tocopherol radical
can react with one of the peroxyl radicals that
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tocopherolquinone, and quinone epoxide, which do not
have the do not have the antioxidant activity of VE.
Therefore, the activities of other antioxidants, such as
vitamin C, are important to restore or regenerate VE from
the tocopherol radical so that it can recover its antioxidant
function (Wong, 1989). Regeneration of the tocopherol
radical occurs in the presence of any antioxidant that
releases hydrogen radicals without turning into a reactive
oxygen species in the process. For example, vitamin C is
a powerful antioxidant that turns into dehydroascorbic
acid when donating hydrogen (Li and Min, 2006).
However, this possibility remains to be assessed in laying
hens, which metabolize vitamin C but do not transfer it to
their eggs (Pardue and Thaxton, 1986). Therefore, we
should look for another antioxidant that, like ascorbic
acid, would help VE to regenerate and recover its
antioxidant activity to protect the n3FA present in the
eggs. Further studies are needed to test this hypothesis.

Productive parameters

These results agree with those of Cornejo et al. (2008)
and Cherian et al. (2006), who detected no changes in
productive parameters when incorporating 6% FO or 0.25
and 0.5% FO, respectively. Likewise, Cachaldora et al.
(2006) no found effect on egg weight when hen diets
were supplemented with various types and levels of FO
(1.5, 3, 4.5, and 6%).

Although egg weight was not affected (P>0.05), a
numerical decrease was observed when SO and VE
were added in laying hen diets. Whitehead (1995)
reported that egg weight was affected by fat type and
amount. High level of FO gave a decrease in egg weight
with regard to the control group. That decrease caused
by fish oil was caused by a decrease in yolk weight.
These decreases by FO were mediated through a
common mechanism involving oestradiol. Oestradiol
regulate hepatic synthesis of triglyceride and very low
density lipoprotein apoliprotein as well as albumen
synthesis in the oviduct. Fatty acids with a chain length of
18 carbon atoms with moderate degree of unsaturation
would appear to be most effective in enhancing
oestrogen metabolism, but the presence of some other
compound in the dietary fats also affect oestrogen
metabolism cannot be omitted.

Thus, the oestrogen has a great influence on egg
weight as dietary. Similarly, adding VE to diets
supplemented with SO had no effect on production
variables in our study, this is consistent with the
observations of Meluzzi et al. (2000) who observed no
effect on productive parameters in hens supplied with
diets containing 3% FO and three levels of VE (50, 100,
and 200 mg/kg).

The egg yolk color increased when diets were
supplemented with SO. The SO employed in this study
was a by-product of the fish industry. The increase of the

yolk color could be due the pigments present in the SO.

Organoleptic test

The results suggest that SO could be used in the laying
hen rations until 2.5%, because the panelists did not
detect fish flavor in eggs.

Conclusion

Under the conditions of this study, (1) adding 2.5% SO to
the diet of laying hens is an alternative method to enrich
eggs with n3FA without affecting productive parameters;
(2) adding large quantities (100 or 200 mg/kg) of VE to
diets supplemented with SO did not protect the PUFAs.
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Modificacion en la composicion de acidos grasos del huevo al incluir aceite de sardina

y acido linoleico conjugado en dietas para gallinas ponedoras

#

Modulation in egg fatty acids composition when laying hens diets are supplemented
with sardine oil and conjugated linoleic acid
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SUMMARY

The regular intake of omega 3 fatty acids (C18:3 ALA, C20:5 EPA, C22:6 DHA) and conjugated linoleic acid (C18:2 CLA) is currently recommended
due to their importance in the prevention and control of cardiovascular diseases, diabetes and several types of cancer. The aim of this study was to
determine the effect of supplementing laying hens diets with sardine oil and CLA on egg fatty acid composition. 240 Bovans White hens were randomly
distributed into four treatments with 5 replicates of 12 hens each one. The treatments consisted in a control diet (T1), T1 plus 2.5% of sardine oil (T2),
and T2 padded with 1% and 2% of CLA (T3 and T4 respectively). The experimental trial was carried out during four weeks. At the end of that period,
50 eggs from each treatment were taken to determine fatty acids through gas chromatography. As opposed to the control treatment, the results showed
an increase in omega 3 fatty acid (6.0% vs 1.6% total fatty acids) and CLA (3-5% vs 0.7% total fatty acids) concentration in eggs, and n6:n3 ratio of
1.3:1 vs 11:1, observed in T2, T3 and T4 (P < 0.05). It is concluded that supplementation of laying hen diets with sardine oil and CLA makes it possible

to produce eggs with a double added value.

Palabras clave: acido linoleico conjugado, aceite de sardina, huevo, dcidos grasos omega tres.

Key words: conjugated linoleic acid, sardine oil, eggs, omega 3 fatty acids.

INTRODUCCION

Actualmente las enfermedades cardiovasculares, la
diabetes y diferentes tipos de canceres se han convertido
en las principales causas de mortalidad en muchos paises
de occidente. Sin embargo, se ha observado que consu-
mir en forma regular los dcidos grasos omega 3 (AGn3),
eicosapentaenoico (C20:5 n3 EPA) y docosahexaenoico
(C22:6 n3 DHA) puede no solo ser de gran utilidad en la
prevencién y control de estas enfermedades, sino también
proporcionar otros beneficios a la salud (Holub 2002). De
ahi el interés de muchos investigadores por buscar ingre-
dientes utiles para enriquecer con AGn3 alimentos de facil
consumo y bajo costo, como el huevo de gallina. Los aceites
de pescado han resultado ser uno de los ingredientes mas
aceptados para lograr tal fin, ya que tienen un alto conte-
nido de EPA y DHA (Hargis y col 1991, Castillo-Badillo
y col 2005, Cachaldora y col 2006). Diversos estudios
han demostrado la efectividad en el uso de estos aceites
marinos en la racién, ya que sus AGn3 son depositados en
la yema, existiendo la recomendacién de no usar niveles
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México.

*  Vasco de Quiroga N° 15, 14000 México D.F.; silvicarrillo3 @hotmail.
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superiores al 3% de la racién a fin de no afectar negativa-
mente el sabor del huevo ni las variables productivas de
las aves (Hargis y col 1991, Gonzdlez-Esquerra y Leeson
2000, 2001, Cherian 2008, Kralik y col 2008).

Por otra parte, en los dltimos afios el uso del dcido
linoleico conjugado (CLA) en la dieta para las aves ha
cobrado mucho interés en virtud de los miiltiples benefi-
cios a la salud que este también ofrece. Sus isémeros mas
abundantes son el 18:2 Acis9, trans 11y el 18:2 Atrans10,
cis 12. Se sabe que el CLA tiene efecto hipocolesterolémi-
co, hipotrigliceridémico y antiaterogénico. En el sistema
inmune ejerce una estimulacion en la sintesis de IgA, IgG,
IgM y una disminucidn significativa en los niveles de IgE,
por lo que se le considera como potencialmente efectivo
en la prevencion y tratamiento de alergias alimentarias. Su
accidn sobre el cdncer mamario parece ser el mds signifi-
cativo, aunque también su participacién en la reduccién
del peso corporal ha cobrado gran interés en los dltimos
afios (Pariza y Ha 1990, Ip 1997, Sanhueza y col 2002).
Ante esta informacion el interés por incrementar el aporte
de CLA en el huevo ha ido en aumento. Suksombat y col
(2006) realizaron un ensayo en el que suministraron 0,
1,2,3y4% de CLA en la dieta de gallinas ponedoras y
observaron que con 4% el consumo de alimento, el peso
del huevo, del albumen y de la yema se redujeron significa-
tivamente (P < 0,05); 1o mismo que el color de la yema, la
concentracion de 4cidos grasos monoinsaturados (AGM) y
la de los poliinsaturados (AGPI). Algunos autores sugieren
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que suministrar en forma combinada CLA con aceite de
pescado u otro tipo de grasa puede corregir estos efectos
(Du y col 2000, Cherian y col 2002, Alvarez y col 2004,
Kim y col 2007).

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto
que sobre la composicién en dcidos grasos del huevo y
variables productivas del ave tiene suplementar la dieta
de las gallinas con 2,5% de aceite de sardina (AS) mas
1% y 2% de CLA.

MATERIAL Y METODOS
OBTENCION DEL ACEITE DE PESCADO Y DEL CLA

El aceite de sardina (AS) empleado en el estudio pro-
venia de Guaymas, Sonora, México, era no deodorizado
y estaba estabilizado con 200 ppm de butilhidroxitolueno
(BHT) como antioxidante. La composicion en dcidos grasos
de este aceite se determind por cromatografia de gases,
siguiendo el método de 1a AOAC (2000) (método 969.33)
(cuadro 1). E1 CLA utilizado fue Lutrell® Pure granulado

Cuadro 1. Composicion en 4cidos grasos de los aceites utilizados
en las dietas.

Fatty acids composition of oils used in the diets.

) Aceite Aceite
Acido graso (%TAG) de de
soya pescado

Miristico (C14:0) 0,11 6,09
Palmitico (C16:0) 10,77 18,54
Palmitelaidico (C16:1) 0,00 0,13
Palmitoleico (C16:1) 0,18 7,47
Heptadecanoico (C17:0) 0,10 0,56
Cis-10-heptadecanoico (C17:1) 0,07 0,99
Estearico (C18:0) 4,22 3,82
Oleico (C18:1 n9) 21,91 12,20
Cis-vaccénico (C18:1) 0,83 3,06
Linoleico (C18:2 n6) 53,23 13,70
Gamma linolénico (C18:3 n6) 0,06 0,31
Alfa linolénico (C18:3 n3) 6,95 0,99
CLA c9,t11ycl1,t9 (C18:2) 0,00 2,55
CLA t10, c12 (C18:2) 0,00 0,29
Araquidico (C20:0) 0,31 0,29
Eicosenoico (C20:1) 0,22 2,17
Cis-11,14-eicosenoico (C20:2) 0,05 0,25
Cis-11,14,17-eicosenoico (C20:3) 0,10 0,18
Araquidénico (C20:4 n6) 0,00 0,75
Eicosapentaenoico (C20:5 n3) 0,40 14,20
Docosapentaenoico (C22:5 n3) 0,00 1,57
Docosahexaenoico (C22:6 n3) 0,00 10,26
Total 99,51 100,37

TAG: total de dcidos grasos; CLA: 4cido linoleico conjugado.
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(BASF), el cual contenia 20% de este compuesto conjugado
(10% del isémero c9, t11 y 10% del isémero t10, c12).

FORMULACION Y PREPARACION DE LAS DIETAS

La dieta base (DB) (cuadro 2) se formul6 con el pro-
grama Nutrion Windows® (Versién 5.0 Pro), cubriendo
las necesidades nutrimentales establecidas para esta linea
genética (CPI2008), con 15% de proteina cruday 2.785 kcal
de energia metabolizable. La DB (T1) fue elaborada con
base en sorgo-soya conteniendo 4,5% de aceite de soya.
Otras tres dietas (T2, T3 y T4) fueron suplementadas con
2,5% de aceite de sardina (AS), sustituyendo parcialmente
al aceite de soya y dos de estas dietas tenian ademas 1%
y 2% de CLA (concentracidn alcanzada al preparar las
dietas con el producto comercial que contenia 20% de
CLA). Los tratamientos quedaron de la siguiente manera:
T1-dieta-base (DB), T2-DB + 2,5% AS, T3-DB + 2,5%
AS + 1% CLA y T4-DB + 2,5% AS + 2% CLA. Las dietas
se prepararon cada semana, primero en una mezcladora
de gusano sinfin con capacidad para 120 kg/5 minutos,

Cuadro 2. Composicién de la dieta testigo (%).
Composition of control diet (%).

Ingrediente %

Sorgo grano 62,67
Pasta de soya 20,71
Carbonato de calcio 9,85
Aceite de soya 4,50
Ortofosfato! 1,39
Sal yodada 0,40
Premezcla vitaminica? 0,10
Avelut’ 0,10
DL-Metionina 0,07
Cloruro de colina 60 0,05
Premezcla mineral* 0,05
Avired® 0,05
Antioxidante 0,04
Antibi6tico® 0,02
Total 100,00

Fosfato Monobadsico. Fésforo 21% minimo, Calcio 18% min, Fldor
0,21% max, Humedad 5% max.

2 Vitaminas (por kg): A 10 000 000 UL, D5 3 000 000 UL, E 20 000 UI,
K, 2.500 g, Tiamina 2.500 g, Riboflavina 5 g, Niacina 35 g, Acido
pantoténico 10 g, Piridoxina 4 g, Acido félico 1 g, Cianocobalamina
10 mg, Biotina 200 mg, excipiente cbp 1.000.

Fuente de xantofilas naturales amarillas (flor de cempazuchitl)
15 g/kg.

4 Minerales (mg/kg dieta): Manganeso 120, Zinc 100, Hierro 120,
Cobre 12, Iodo 0,7, Selenio 0,4, Cobalto 0,2 excipiente cbp 1.000.
Pigmento vegetal rojo. Lucantin rojo (Capsicum sp). 5 g de carote-
noides totales/kg.

Bacitracina.
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y posteriormente en una de listén (Howes Co Inc model
152 M) por 3 minutos mds a 75 rpm. El anélisis de 4cidos
grasos de las dietas se realizé por cromatografia de gases
(AOAC 2000 método 969.33) (cuadro 3).

ENSAYO EXPERIMENTAL
El ensayo tuvo lugar en el Centro Experimental de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM),
ubicado en Santiago, Zapotitldn, Delegacion Tlahuac,

Distrito Federal. El clima de la region es templado sub-
himedo, con una precipitacién anual de 747 mm, siendo
enero el mes mds frio y mayo el més caluroso. Se utilizaron
240 gallinas Bovans White de 75 semanas de edad, distri-
buidas al azar en cuatro tratamientos, con cinco réplicas
de 12 aves cada una, constituyendo cada réplica la unidad
experimental. A cada grupo de gallinas le fue asignada
aleatoriamente una de las dietas experimentales. El ensayo
tuvo una duracién de cuatro semanas, con una semana
previa de acostumbramiento y un programa de 16 horas

Cuadro 3. Composicion en dcidos grasos de las dietas (% del total de dcidos grasos).

Fatty acid composition of the diets (% of total fatty acid).

Acidos grasos T1 T2 T3 T4
Laurico (C12:0) 0,13 0,10 0,08 0,06
Miristico (C14:0) 0,24 3,46 2,42 1,66
Pentadecanoico (C15:1) 0,04 0,31 0,22 0,16
cis10-pentadecenoico (C15:1) 0,07 0,05 0,00 0,06
Palmitico (C16:0) 13,03 17,01 14,58 13,48
Palmitelaidico (C16:1) 0,08 0,10 0,00 0,07
Palmitoleico (C16:1) 0,44 4,11 2,67 1,89
Heptadecanoico (C17:0) 0,12 0,35 0,28 0,25
cis10-heptadecenoico (C17:1) 0,07 0,29 0,34 0,24
Estedrico (C18:0) 3,86 3,27 13,07 22,69
Oleico (C18:1 n9) 27,78 20,41 18,87 17,22
cis-vaccénico (C18:1) 0,72 2,23 1,61 1,20
Linoleico (C18:2 n6) 43,71 20,36 13,55 9,47
t9, t12, t15 (C18:2) 0,00 0,17 0,12 0,09
Gama-linolénico (C18:3 n6) 0,00 0,14 0,08 0,05
Alfa-linolénico (C18:3 n3) 4,54 1,60 1,05 0,69
CLA ¢9,t11ycl1,t9 (C18:2) 0,00 0,45 5,45 9,58
CLA t10,c12 (C18:2) 0,00 0,00 5,36 10,72
Araquidico (C20:0) 0,26 0,22 0,53 0,62
Eicosenoico (C20:1) 0,28 1,32 0,92 0,65
cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 0,04 0,11 0,08 0,05
cis-11,14,17eicosatrienoico (C20:3) 0,04 0,06 0,00 0,04
cis-8,11,14-eicatrienoico (C20:3) 0,04 0,23 0,00 0,12
Araquidénico (C20:4 n6) 0,19 0,45 0,25 0,18
Heneicosanoico (C21:0) 0,00 0,08 0,00 0,00
Behénico (C22:0) 0,17 0,07 0,00 0,00
Eicosapentaenoico (C20:5 n3) 0,30 8,05 5,45 3,77
Erdcico (C22:1) 0,11 0,16 0,63 0,39
Docosapentaenoico (C22:5 n6) 0,00 0,16 0,11 0,07
Lignocérico (C24:0) 0,12 0,08 0,12 0,12
Docosapentaenoico (C22:5 n3) 0,00 1,08 0,70 0,46
Docosahexaenoico (C22:6 n3) 0,07 6,11 3,89 2,57
Acidos grasos saturados 17,93 24,64 31,08 38,88
Acidos grasos monoinsaturados 29,59 28,97 25,26 21,87
Acidos grasos poliinsaturados 48,93 38,97 36,09 37,86
Total CLA 0,00 0,45 10,81 20,30
Total AGn6 43,90 21,12 13,99 9,77
Total AGn3 491 16,83 11,10 7,49
n6:n3 9:1 1.3:1 1.3:1 1.3:1

T1-Dieta base (DB), T2-DB+2.5%AS, T3-DB+2.5%AS+1%CLA, T4-DB+2.5%AS+2%CLA.

CLA- 4cido linoleico conjugado.
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de luz. Agua y alimento fueron suministrados ad libitum.
Durante todo el periodo se llevé un registro del consumo
de alimento, produccién de huevo, peso del huevo, masa de
huevo y conversién alimenticia. El estudio se condujo en
conformidad con las politicas establecidas por el Comité
de Etica para el cuidado de los animales, de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional
Auténoma de México.

En la semana 4 se tomaron al azar 50 huevos por tra-
tamiento (10 por réplica). Las yemas de cada réplica se
mezclaron manualmente con una batidora para formar un
“pool” (5 “pools” por tratamiento). El andlisis de cada pool
se hizo por duplicado. La extraccién de lipidos en el huevo
se realizé con cloroformo:etanol (1:1) (AOAC 2000, método
923.07). El extracto lipidico fue metilado con trifluoruro
de boro al 20% en una solucién metandlica al 2% (AOAC
2000, método 969.33). Las muestras se inyectaron en un
cromatégrafo de gases Varian, modelo 3380 CX equipado
con un automuestreador CP8400, detector de ionizacién de
flama y columna DB23 de 30 m con un d.i. de 0,25 mm.
Se utilizé al nitrégeno como gas acarreador a un flujo de
30 mL/min. Las temperaturas utilizadas fueron: columna
230 °C, inyector 150 °C, detector 300 °C. Para calcular
la concentracion de 4cidos grasos se utilizé como patrén
de referencia una mezcla de estdndares de dcidos grasos
con concentraciones conocidas y para el CLA el metil
éster del acido linoleico conjugado (Supelco® 37 FAME
Mix SIGMA). La integracion de los resultados se hizo
mediante el programa Star Chromatography Workstation
vs 6.3 Varian Associates, Inc. Los resultados se reportan
en por ciento del total de dcidos grasos (%TAG).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron mediante un analisis de va-
rianza para un disefio completamente al azar, utilizando
el PROC GLM de SAS version 6.12 para Windows (SAS
System, USA) y contrastes ortogonales (P < 0,05) para
la comparacién de medias de las relaciones T1 (dieta
testigo) vs T2, T3, T4 (tratamientos que incluian aceite
de sardina); T2 (tratamiento que tenia AS pero no CLA)
vs T3, T4 (tratamientos que incluian AS y CLA); y T3
(tratamiento con AS mas 1%CLA) vs T4 (tratamiento
con AS mas 2% CLA.

RESULTADOS
ACEITES

En el aceite de soya utilizado en este estudio se detec-
taron AG a partir del miristico (C14:0). Los dcidos grasos
(AG) que predominaron en este aceite fueron el linoleico
(C18:2 n6), oleico (C18:1 n9), palmitico (C16:0) y el
alfa-linolénico (C18:3 n3) (53%, 22%, 11% y 7%, respec-
tivamente). En el aceite de sardina (AS) se detectaron AG
a partir del laurico (C12:0), siendo los més abundantes el
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palmitico, EPA, LA, oleico y el DHA (19%, 14%, 14%,
12% y 10%, respectivamente). La relacién n6:n3 en el
aceite de soya fue de 7:1, mientras que en el aceite de
sardina fue 0.54:1 (cuadro 1).

DIETAS

En la dieta T1 predominaron los dcidos grasos LA
(C18:2), oleico (C18:1), palmitico (C16:0) y ALA (C18:3);
en la T2 los dcidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0),
palmitoleico (C16:1), EPA (C20:5 n3) y DHA (C22:6
n3); mientras que en las dos dietas restantes (T3 y T4),
que ademas del AS tenian CLA, predominaron los 4cidos
miristico, palmitoleico, estedrico, el CLA, EPA y DHA.
En las tres dietas que inclufan AS habia mas EPA (3.6-
3,9%) que DHA (0,43-0,51%) y la relacién n6:n3 fue de
1.3:1, mientras que en la testigo (T'1) fue de 9:1 (cuadro 3).

ACIDOS GRASOS EN EL HUEVO

Suplementar las dietas con solo AS supuso cambios
significativos en el contenido de AG en el huevo. En el
caso de los acidos grasos: palmitico (C16:0), palmitolei-
co (C16:1), oleico (C18:1), eicosapentaenoico (C20:5),
docosapentaenoico (C22:5 n3 DPA) y docosahexaenoico
(C22:6 n3 DHA) el incremento observado en la yema fue
significativo (P < 0,05), mientras que la concentracién del
estearico (C18:0), linoleico (C18:2 n6), alfa-linolénico
(C18:3n3) y araquidénico (C20:4 n6) se redujo significa-
tivamente en comparacién con T1 (cuadro 4). La relacién
n6:n3 disminuyd notablemente, pasando de 11:3 (en T1)
a 2:1 (en T2) (cuadro 5). Del total de los n3, mas del
80% estaba conformado por la suma de los dcidos grasos
EPA+DPA+DHA.

Sin embargo, cuando el CLA fue adicionado a las
dietas suplementadas con AS la presencia de los AGS
miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0)
en el huevo se incrementd significativamente (P < 0,05);
lo mismo que la del 4cido linoleico conjugado (CLA) y la
de los AGn3, EPA (C20:5), DPA (C22:5) y DHA (C22:6)
(P <0,05). La relacién n6:n3 se redujo aun mas con res-
pecto al grupo testigo, pasando de 11.3 (T1)a 1.4y 1.3
en los tratamientos con AS+CLA (cuadro 5).

La concentracién total de CLA en el huevo fue pro-
porcional a la cantidad de CLA adicionada en las dietas
(r = 0,986). Es decir, que el huevo del T3 presenté un
total de 3,3% de CLA, mientras que el huevo del T4 tuvo
5,5% del total de dcidos grasos. Aun cuando en las dietas
de ambos tratamientos la proporcién de los isémeros del
CLA, c9t11 y t10c12 era igual, en la yema predoming el
cis 9 trans 11 (cuadro 4).

En general, se observé que suplementar las dietas con
AS+CLA increment6 significativamente la cantidad de AGS
en el huevo y la de los AGn3, EPA, DPA y DHA, mientras
que la concentracién de los AGM se redujo notablemente
(P <0,05) (cuadro 5).
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Cuadro 4. Composicion de dcidos grasos en el huevo de gallinas alimentadas con dietas que incluyen aceite de pescado y dcido lino-

leico conjugado.

Egg fatty acid composition when laying hens diets were supplemented with sardine oil and conjugated linoleic acid.

Acidos grasos (% total de dcidos grasos)

CLA CLA
Cl4:0 Cl16:0 C18:.0 Cl16:1 Cl18:1 Ci182 Ci182 Cl182 Cl183 (C20:4 C20:5 (C22:5 (C22:5 C(C22:6
n6 co9,t11  tl10,cl1 n3 n6 n3 n6 n3 n3
Contraste 1
Tl vs 0,34 24,62 8,57 2,33 40,9 15,65 0,05 0,02 0,65 1,82 0,02 0,33 0,11 0,77
T2,T3,T4 0,59 30,31 16,43 1,97 29,57 8,63 2,02 0,96 0,34 0,55 0,53 0,05 0,97 3,92
Contraste 2
T2 vs 0,48 26,90 7,95 3,61 42,66 9,46 0,07 0,12 0,37 0,65 0,41 0,03 0,35 3,12
T3, T4 0,64 32,02 20,66 1,15 23,02 8,22 3,00 1,38 0,32 0,51 0,59 0,05 1,28 4,31
Contraste 3
T3 vs 0,68 3245 19,13 1,35 24,56 8,52 2,26 1,01 0,35 0,54 0,59 0,06 1,20 4,48
T4 0,60 31,59 22,20 0,95 21,48 7,92 3,74 1,74 0,30 0,47 0,59 0,05 1,36 4,15
ESM 0,01 0,08 0,09 0,02 0,16 0,05 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,06
P
Contraste 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Contraste 2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000
Contraste 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,794 0,174 0,000 0,001

T1-Dieta base (DB), T2-DB+2,5%AS, T3-DB+2,5%AS+1%CLA, T4-DB+2,5%AS+2%CLA.

AS-aceite de sardina, CLA- 4cido linoleico conjugado.

Cuadro 5. Total de 4cidos grasos en el huevo de gallinas alimentadas con dietas que incluyen aceite de pescado y dcido linoleico

conjugado.

Egg fatty acid composition when laying hens diets were supplemented with sardine oil and conjugated linoleic acid.

Total Total Total Total Total Total Relacion
AGS AGM AGPI CLA n6 n3 n6:n3
Contraste 1
T1 vs 33,53 43,23 19,42 0,07 17,81 1,55 11,18
T2,T3,T4 47,33 31,54 17,97 2,98 9,23 5,76 1,70
Contraste 2
T2 vs 35,34 46,27 14,59 0,19 10,14 4,26 2,41
T3, T4 53,33 24,17 19,65 4,37 8,78 6,51 1,35
Contraste 3
T3 vs 52,26 25,91 19,0 3,28 9,11 6,61 1,38
T4 54,39 2243 20,31 5,47 8,44 6,40 1,32
ESM 0,10 0,17 0,08 0,01 0,05 0,07 0,11
P
Contraste 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Contraste 2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Contraste 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,034 0,711

T1-Dieta base (DB), T2-DB + 2,5% AS, T3-DB + 2,5% AS + 1% CLA, T4-DB + 2,5% AS + 2% CLA.
AS-aceite de sardina, CLA-4cido linoleico conjugado.
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En el huevo, de los cuatro tratamientos no se detectd
ninguno de los siguientes AGS: butirico (C4:0), caproico
(C6:0), caprilico (C8:0), caprico (C10:0), undecanoico
(C11:0), laurico (C12:0), tridecanoico (C13:0), heneico-
saenoico (C21:0), behénico (C22:0), tricosanoico (C23:0) y
lignocérico (C24:0). De igual manera no se detectaron los
siguientes AGM.: erticico (C22:1), cis-13,16-docosadienoico
(22:2) y nervénico (C24:1).

Otros se detectaron en concentraciones menores al 1% del
total de dcidos grasos. Este fue el caso de los AG: miristico
(C14:0), pentadecanoico (C15:1), cis10-pentadecenoico
(C15:1), palmitelaidico (C16:1), heptadecanoico (C17:0),
cis10-heptadecanoico (C17:1), elaidico (C18:1), linolelai-
dico (C18:2), gama-linolénico (C18:3n6), alfa-linolénico
(C18:3n3), araquidico (C20:0), eicosenoico (C20:1), cis
11,14 eicosadienoico (C20:2), cis 11,14,17 eicosatrienoico
(C20:3), cis 8,11,14 eicatrienoico (C20:3), eicosapentae-
noico (C20:5 n3) y docosapentaenoico (C22:5 n6).

VARIABLES PRODUCTIVAS

La suplementacién de las dietas Gnicamente con
el aceite de sardina no afectd las variables productivas
(P> 0,05) (cuadro 6). El color de la yema, lo mismo que
las Unidades Haugh se vieron favorecidos (P < 0,05) por
la adicion de AS en la dieta. Sin embargo, cuando el AS
se suministré junto con el CLA, cambios significativos
fueron observados tanto en las variables productivas como
en la calidad fisica del huevo (P < 0,05). Por un lado, la

produccidn, peso y masa del huevo fueron mds bajas cuando
se adicion6 1% de CLA a dietas suplementadas con AS,
que cuando se incorpord 2% de CLA (P < 0,05). La mejor
conversion alimenticia se present6 en las aves alimentadas
con dietas que contenian AS+2% CLA (P < 0,05). Las
Unidades Haugh se vieron afectadas en forma negativa al
suplementar las dietas con AS+CLA. El color de la yema
disminuyé cuando el CLA fue adicionado a las dietas
suplementadas con AS (P < 0,05).

DISCUSION
ACIDOS GRASOS EN ACEITES, DIETA'Y HUEVO

La mayor concentracién de EPA que DHA encontrada
en el aceite de sardina utilizado en este estudio concuerda
con lo sefalado por Cachaldora y col (2006), en el sentido
de que los aceites de sardina tienen mds EPA (21%) que
DHA (7%); mientras que en los aceites de attin sucede lo
inverso (EPA 8% y DHA 21%). Sin embargo, contrario
a lo observado en el aceite y las dietas, en la yema hubo
una mayor deposicién de DHA que de EPA. Esto pudiera
estar relacionado con la mayor eficiencia de retencion del
DHA en los tejidos (Alvarez y col 2004) y con la mayor
preferencia que los tejidos tienen por el DHA (Gonzalez-
Esquerra y Leeson 2001). A partir del EPA se forma una
amplia variedad de compuestos biologicamente activos
conocidos como eicosanoides (prostaglandinas y leu-
cotrienos), que son potentes reguladores de la actividad

Cuadro 6. Variables obtenidas en gallinas alimentadas con dietas suplementadas con aceite de sardina y dcido linoleico conjugado.
Productive parameters of laying hens fed with diets supplemented with sardine oil and conjugated linoleic acid.

Consumo de Produccion de Peso de Masa de ., .
. Conversion Unidades Color
alimento huevo huevo huevo alimenticia® Hauch ema
(g/ave/dia) (%) (© (@ & Y
Contraste
T1 vs 114,95 83,70 67,25 56,45 2,07 74,5 8,74
T2,T3,T4 114,10 82,20 69,22 56,73 2,03 83,05 9,07
Contraste
T2 vs 117,90 81,45 70,45 56,95 2,11 85,72 9,60
T3, T4 112,20 82,58 68,60 56,62 1,99 81,72 8,81
Contraste
T3 vs 112,80 78,80 67,10 53,45 2,12 81,36 9,08
T4 111,60 86,35 70,10 59,80 1,85 80,91 8,54
ESM 1,50 1,61 0,55 1,28 0,04 1,24 0,11
P
Contraste 1 0,641 0,424 0,004 0,846 0,413 0,000 0,007
Contraste 2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009 0,000
Contraste 3 0,591 0,001 0,000 0,001 0,000 0,683 0,000

T1-Dieta base (DB), T2-DB + 2,5% AS, T3-DB + 2,5% AS + 1% CLA, T4-DB + 2,5% AS + 2% CLA.
* kg alimento:kg de huevo.
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bioldgica; este dcido graso puede ser elongado a DPA
(C22:5 n3) y luego convertido a DHA (C22:6). Aunque el
DHA no posee la capacidad de dar origen a eicosanoides,
puede ser retroconvertido a EPA; siendo su aspecto mas
significativo ser componente estructural de las membra-
nas celulares del sistema nervioso y de la retina. En estas
membranas puede constituir aproximadamente el 60% de
los AGPI presentes y es tal su importancia que algunas
investigaciones sefialan que una deficiencia de este dcido
graso puede dar origen a algunas anormalidades funcio-
nales (Rice 1999).

La reduccién de la relacién n6:n3 en el huevo, cuando
las dietas fueron suplementadas con AS y CLA, es un
aspecto muy importante ya que, como se sabe, dos de los
grupos mds importantes de los 4cidos grasos poliinsaturados
(AGPI) son los n6 y los n3. Estos afectan el metabolismo
de los eicosanoides, la expresion génica y la comunicacién
intercelular y no son interconvertibles en el cuerpo humano.
Metabdlica y funcionalmente son distintos y en muchos
de los casos tienen efectos fisioldgicos opuestos. Por tal
motivo mantener un balance adecuado n6:n3 es de gran
importancia. En este aspecto, se considera que una dieta
tipica occidental estd desbalanceada (10:1), ya que tiene
altos niveles de n6 y bajos de n3, lo cual se ha asociado
con un aumento en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, ciertos tipos de canceres, etc. (Gebauer
y col 2006). La relacién n6:n3 recomendada en una dieta
habitual va de 1:1 a 4:1 (Yannakopoulos 2007).

Por otra parte, adicionar 2% de CLA a dietas suple-
mentadas con 2,5% de AS resulté en una reduccién de
aproximadamente 50% del total de los AGM en el huevo,
los cuales fueron reemplazados por AGS. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Cherian y col (2002)
cuando suministraron 2% de CLA + 3% de aceite de men-
haden en la dieta de las aves. Alvarez y col (2004) también
hallaron un efecto notable en el perfil de 4cidos grasos en
el huevo cuando suministraron en forma combinada aceite
de pescado (0%, 1,4%, 2%) y CLA (1%, 3%, 5%) en la
dieta de las aves. Ellos observaron un incremento lineal
de los AGS: C14:0, C16:0y C18:0 y un decremento lineal
de C16:1, C18:1 y C18:2.

La explicacién a esto radica en el hecho de que la
enzima delta 9-desaturasa es la responsable de convertir
los dcidos palmitico (C16:0) a palmitoleico (C16:1n9) y el
estedrico (C18:0) a 4cido oleico (C18:1n9); sin embargo,
el CLA ejerce un efecto inhibitorio sobre esta desaturasa,
lo cual ocasioné una reduccion en la concentracién de los
AGM y una acumulacién de AGS en el huevo (Cherian y
col 2002, Alvarez y col 2004, Huang y col 2008).

Algunos autores han observado que en los lipidos del
suero, el CLA incrementa la concentracidn de los acidos
estedrico, docosatetraenoico y docosapentaenoico, y reduce
la del palmitoleico, oleico y di-homo-gamma-linolénico. Al
ser el CLA facilmente incorporado en los fosfolipidos de
la membrana celular la sintesis del AA es afectada ya que
este dcido graso es reemplazado por el CLA en la misma.

Por lo tanto, la sintesis de eicosanoides a partir del AA
se reduce al igual que la actividad de las enzimas delta-6,
delta-9 y se presenta un incremento en la actividad de la
delta-5 desaturasa (Huang y col 2008).

Se cree que suplementar la dieta de las aves con CLA
junto con otra fuente de dcidos grasos como el oleico,
linoleico o linolénico revierte estos efectos negativos (Kim
y col 2007). Cuando Alvarez y col (2005) suplementaron la
dieta para las aves con 2% CLA y 3% de aceite de girasol,
observaron un aumento en la concentraciéon de AGM y la
disminucion de CLA en el huevo.

El que 1a concentracién de los AGn3: EPA, DPA y DHA
en el huevo fuese superior cuando las dietas fueron suple-
mentadas con AS+CLA concuerda con las observaciones
de otros autores en el sentido de que el CLA mejora la
sintesis y deposicién de los AGn3 (Du y col 2000, Cherian
y col 2002, Raes y col 2002). Emken (1984) menciona
que los acidos grasos 18:1 cis y trans reducen la sintesis
de 20:4 y aceleran la sintesis de 20:5 n3 y 20:3 n9.

Por otra parte, fue interesante observar que la concen-
tracion de los isdmeros de CLA encontrados en el huevo no
fue un reflejo de las proporciones de estos en la dieta. La
proporcién de los isdmeros ¢9, t11 y t10, c12 en las dietas
fue casi igual (50% y 50%), sin embargo, en el huevo estas
proporciones difirieron notablemente. Esto concuerda con
lo sefialado por otros autores (Chamruspollert y Sell 1999,
Shang y col 2004) quienes encontraron que c9, t11 es el
principal isémero que se deposita en yema, constituyendo
aproximadamente 50 a 65% del total de CLA en el huevo.

Larazén por la cual este isomero se deposita en mayor
concentracion en el huevo no es muy clara adn, sin embargo
se sabe que algunos isdmeros son mejor metabolizados que
otros (Shang y col 2004), y que la forma trans de los AG
es termodindmicamente m4s estable que la configuracién
cis, por lo tanto son menos reactivos quimicamente (Sadler
y Watford 1999).

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que el CLA tiene
un efecto antioxidante, mds potente que el alfa-tocoferol y
el beta-caroteno (Huang 2008), atribuyéndose esta accién
al isémero t10, c12 (Leung y Liu 2000). Es posible que
con ello se favoreciera el incremento de n3 observado en
el huevo, cuando las dietas fueron suplementadas con AS y
CLA. Sin embargo, en esta drea falta mucho por estudiar,
pues los mecanismos y efectos no son muy claros adn.

En general, un huevo estidndar contiene aproximada-
mente 106 mg de AGn3 (1,3% TAG) en 100 g de huevo
completo, de los cuales 48 mg son de ALA (0,6% TAG) y
58 mg de DHA (0,73% TAG); las concentraciones de CLA
en el mismo se sitiian en niveles no detectables'. La ingesta
diaria recomendada de EPA+DHA es de 300 a 500 mg/d,
parael ALA es de 800 a 1.100 mg/; y en el caso del CLA,
se considera que 3 g/d son necesarios para poder observar
efectos benéficos en la salud (Kris-Etherton y col 2002,
Aydin 2005). Por lo tanto, las concentraciones de AGn3

' www.aeb.org
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y de CLA en el huevo alcanzadas en el presente estudio,
al suplementar la dieta de las aves con aceite de sardina y
CLA, son superiores a un huevo convencional.

VARIABLES PRODUCTIVAS

Diversos autores sefialan que al suplementar las dietas
para gallinas ponedoras con aceite de pescado, variables
como la produccidon y peso del huevo se ven disminuidas.
En el presente estudio, con la adicién de 2,5% de AS en
la dieta no se observaron tales efectos. Esto concuerda
con lo informado por Cornejo y col (2008) y Cherian y
col (2007) quienes tampoco encontraron cambios en las
variables productivas al incorporar 6% de AP en el primer
caso; asi como 0,25% y 0,5% de AP en el segundo caso.
Asimismo, Cachaldora y col (2006, 2008) no encontraron
efecto alguno sobre el peso del huevo al suplementar la
dieta de las aves con diferentes tipos de aceites de pescado
y diferentes niveles de inclusién del mismo (1,5%, 3%,
4,5% y 6,0%).

Sin embargo, seria conveniente prolongar el tiempo
de experimentacion para poder determinar los efectos
a largo plazo, ya que autores como Hargis y col (1991)
observaron efectos negativos en las aves al suplementar la
dieta de las aves con aceite de pescado por periodos largos.
Otros han observado una disminucién en la produccién
y peso del huevo, atribuyendo tal comportamiento al
efecto reductor de los AGn3 sobre la cantidad de lipidos
y estradiol en suero (lo que limitaria la disponibilidad de
lipidos para la formacién de yema) (Gonzélez-Esquerra
y Leeson, 2001, Cachaldora y col 2006). Es posible que
otros factores también pudieran estar influyendo en ello,
ya que la disminucion en el peso del huevo también fue
observada por Herber y Van Elswyk (1996) al adicionar una
microalga marina con alto contenido de DHA en la dieta
de las aves; y por otros investigadores cuando utilizaron
sebo (5 a 7%), como tnica fuente de grasa en dietas para
gallinas ponedoras (Watkins y Elkin 1992, Grobas y col
2001, Gonzalez-Muiioz y col 2009).

Por otra parte, los resultados obtenidos en este es-
tudio al suplementar la dieta con AS + CLA difieren de
los observados por Alvarez y col (2004), quienes en su
estudio no encontraron efecto alguno sobre las variables
productivas de las aves y color de la yema al suplementar
la dieta con aceite de pescado (1,4% y 2%) y CLA (1,3
y 5%). En nuestro estudio el incremento en el color de la
yema en los tratamientos donde la dieta se suplement6 con
AS pudo deberse a la presencia de pigmentos presentes
en el aceite. Sin embargo, la reduccién en el color de la
yema observada en los tratamientos T3 y T4, donde las
dietas se suplementaron con CLA, fue observada también
por Aydin y col (2001).

Por dltimo, es importante sefialar que suplementar la
dieta de las aves con CLA implicard un incremento en los
costos de alimentacion y por consecuencia en el huevo, ya
que actualmente el kg de CLA (Lutrell Pure granulado)
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tiene un costo de $ 12 USD/kg (comunicacién personal).
Por lo tanto, habrd que tomar en cuenta este aspecto al
momento de formular las raciones.

Se concluye que suplementar la dieta con AS incrementa
la concentracion de los dcidos grasos omega 3 EPA, DPA
y DHA en el huevo, pero adicionar CLA a estas dietas
favorece aun mds la deposicién de estos dcidos grasos
en el mismo. Aun cuando la concentraciéon de AGS en el
huevo aumenta con la inclusion de CLA en las dietas de
las gallinas, la relacién n6:n3 se reduce, constituyendo
por tanto una alternativa para hacer llegar al consumidor
estos compuestos bioactivos.

RESUMEN

Actualmente el consumo regular de 4cidos grasos omega 3 (C18:3 ALA,
C20:5 EPA, C22:6 DHA) y de 4cido linoleico conjugado (C18:2 CLA) es
recomendado debido a la importancia que estos compuestos bioactivos
tienen en la prevencion y control de enfermedades cardiovasculares,
diabetes y diferentes tipos de céncer. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto sobre la composicién en dcidos grasos del huevo
cuando la dieta de las gallinas es suplementada con aceite de sardina
y CLA. 240 gallinas Bovans White fueron distribuidas aleatoriamente
en cuatro tratamientos con cinco réplicas de 12 aves cada una. Los
tratamientos fueron: testigo (T1) con una dieta basal, la misma que T1
mas 2,5% de aceite de sardina (T2), la misma que T2 pero adicionando
1%y 2% de CLA (T3 y T4 respectivamente). El ensayo experimental
tuvo una duracién de cuatro semanas. Al final de este periodo, 50 huevos
de cada tratamiento fueron tomados para realizar la determinacién de
dcidos grasos por cromatografia de gases. Con respecto al tratamiento
testigo, los resultados mostraron un incremento en la concentracién total
de 4cidos grasos omega 3 (1,6% vs 6,0% del total de 4cidos grasos) y
de CLA (0,7% vs 3-5% del total de 4cidos grasos) en el huevo de los
tratamientos T3, T4 y T5 en conjunto, y una relaciéon n6:n3 de 11:1 vs
1.3:1 (P <0,05). Se concluye, que al suplementar la dieta de las gallinas
ponedoras con aceite de sardina y dcido linoleico conjugado se obtendran
huevos con doble valor agregado.
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